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1. INTRODUCCION HISTORICA 
La influencia del hombre sabre el medio ambiente data 
de su aparici6n sobre la tierra, y sin lugor a dudas ha su-
puesto a lo largo del tiempo una regresi6n de los sistemas -
naturales, en relaci6n con el estado que podrfa suponerse m6s 
probable si la especie humana no hubiera existido. En el 
onalisis hist6rico de lo interacci6n entre el hombre y el 
resto de lo biosfera, es indudoble que en las primeros eta-
pas dicha incidencia fue muy escasa, quedando su acci6n re-
ducido a algunos ecosistemos mediante el fuego. Es durante 
lo Edod Media y principios de la Moderno cuondo el hombre ini 
cia la tala abusive de bosques con objeto de facilitar la 
agricultura y la ganader1a, lo que di6 lugar a que omplias -
extensiones quedoran convertidas en tierras 6ridas y desier-
tos. Yo en la Edad Moderna, y a consecuencia de las concen-
traciones humonas crecientes, el hombre comienza a ser cons-
ciente del peligro que representa la existencio de un entor-
no contaminado por el misma; buenos ejemplos de ella son las 
disposiciones legislativas decretadas en Francia por Carlos 
VI ace~ca de la emisi6n de gases malolientes. Pero es a par-
tir del siglo XIX cuando, con el advenimiento de la revolu-
cion industrial, se procede un aumento considerable de esto 
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contaminaci6n, en condiciones tales que los relaciones entre 
el hombre y su medio ombiente se encuentra totalmente altera 
das. En efecto, hasta 1.800 la energfo disponible tenia su 
orfgen y se limitaba a la rodioci6n solar. De iguol modo, 
hasta aquella fecha, la producci6n de materiales por parte -
del hombre, como un proceso sustancialmente biosferico, era 
relotivamente limitoda, pues durante cientos de onos su de-
manda habfa sido modesto y adem6s, oquellos eron, por lo ge-
neral biodegradables. 
Con la revoluci6n industrial se introducen en el pro-
ceso de producci6n maquinas accionadas mediante nuevas fuen-
tes de energfo -producida a partir de combustibles s6lidos-
y cuyo consume ir6 oumentondo progresivamente. 
Los efectos de la combustion de dichos productos pron-
to comenzoron a ejercer de forma progresiva sus efectos sobre 
la biosfero~ osimismo, al aumentor la producci6n de materia-
las por porte del hombre, los consecuencios del no recicloje 
de muchas sustoncias se hocen coda vez m6s potentes en la 
naturoleza. A todo ello hoy que onadir los efectos que se -
derivan del fen6meno de concentraci6n urbana que tiene lugor 
en esto etopo y que es funci6n directa del desarrollo indus-
trial. 
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Pero el advenimiento del siglo XX trojo, desde el 
punta de vista que nos ocupa, olga m6s que un aumento de los 
contaminantes. En efecto, el hombre sometido a una presi6n 
demografica sin precedentes y a unas formes de vida derivo-
dos del crecimiento industrial, se vi6 obligodo a remodelor 
profundomente su ambiente natural para adoptorlo a sus pro-
pios fines, tarea que acometi6 no solo intensificando sus 
actuaciones tradicionales, sino tambien poniendo en juego 
toda una serie de recursos tecnol6gicos que, en ciertos casas 
supone la introducci6n de nuevas factores y productos en el 
ciclaje biogeoqu!mico natural de la materia. Ella conllevo 
a uno indudable alteraci6n del equilibria ecol6gico dado que 
la biosfera, como sistema outoregulador que es, tiende a lo 
estobilidad, es decir, a conserver sus rosgos esenciales pa-
ra poder hacer frente o los posibles cambios o olteraciones 
del medio ombiente. Entre dichos rosgos esencioles de la -
biosfero figuro el de ser un sistema obierto, desde un pun-
to de vista energetico, sometido o la acci6n de la energ{a -
solar, y un sistema cerrado desde el punto de vista de los -
moterioles, de ah{ la necesidod de reciclado de residuos. 
Son numerosos los nuevos compuestos de s£ntesis, que 
si bien han contribuido,en un principia, o lo majora de los 
condiciones de vida humana o al perfeccionamiento de diferen-
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tes procesos industriales, lo cierto es que a largo plazo se 
trata, desde el punta de vista ambiental, de tecnologios su~ 
mamente deficientes, en tonto en cuonto su desarrollo provoco 
consecuencias negatives que escapon ol control humano. 
Sin 6nimo de hocer una exhaustive reloci6n de los po-
sibles contominantes, cobe referirse a los compuestos orgo-
noclorados utilizodos, tanto como plaguicidas, en la lucha 
del hombre frente a los insectos, como en industries p16sti-
cas, electricas, de lubrificantes, etc.; o los compuestos-
organomercuriales empleodos en el tratamiento de semillas, -
industries de pulpo y de popel, incineraci6n de combustibles 
f6siles ..•. , y a los compuestos del plomo empleodos como in-
gredientes ontidetonantes en combustibles para motores, como 
ploguicidos, en la industria de pinturas, barnices, esmoltes, 
etc. 
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2. COMPUESTOS XENOBIOTICOS 
El termino xenobi6tico -etimol6gicamente extrono o 
ajeno a la vida- ha sido acunado durante la ultima decada 
para designer todos aquellos compuestos orgonicos e inorgo-
nicos de sfntesis que no se articulon, o lo hacen muy defe£ 
tuosamente, en los procesos bioqufmicos de los seres vivos, 
aludiendo esenciolmente a este carocter de ojeno a la dinami_ 
co natural que presenton diversos contaminantes que han al-
canzodo uno gran dispersion en el medio ambiente durante las 
ultimas decades. 
Existe una clara discrepancia ocerca del alcance y li 
mites de la anterior definici6n pero parece existir unanimi-
dad acerco de ·su aplicacion a nivel ecologico y mas concreto 
mente en el ambito de la biodegradobilidod. En efecto, es -
clara que cuanto mas tarde hoya aporecido -de forma natural-
una determinoda especie molecular a lo largo de lo evoluci6n, 
manor sera el numero de seres vivos capaces de llevor a cabo 
su degradaci6n. En el coso de los nuevos compuestos org6ni-
cos de sintesis eloborodos por el hombre en las ultimas dec~ 
dos, ol hecho de su orfgen no natural unen su reciente incor-
poroci6n a los ciclos biogeoqufmicos que acontecen en el pla-
neta. Desde esto perspective no puede sorprender que no exis 
ton especies biologicas copaces de llevor a cabo la degrade-
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ci6n de un determinado compuesto xenobi6tico, o bien que si 
esta tiene lugar lo sea en tan escasa proporci6n o a un rit-
mo tan lento que no sea posible considerarla como un verdade-
ro proceso degradativo. Una posible objeci6n que se podr{a 
hacer a lo anteriormente expuesto, radica en el hecho de que 
los microorganismos constituyen un grupo de seres vivos po-
seedores de una enorme capacidad de adaptaci6n a los mas di 
versos ambientes, bien mediante mecanismos geneticos que im-
plican la selecci6n de aquellos organismos que -debido a la 
producci6n de cepas mutantes- son capaces de crecer y re-
producirse en el ambiente en cuesti6n, superando el equilibria 
que tiende a establecerse a consecuencia de la retromuto-. 
ci6n, y de los mecanismos selectivos, bien mediante mecanis-
mos fenotipicos, en los que sin que existan alterociones de 
los carocteristicos hereditorias de los orgonismos predomi-
nantes en coda poblaci6n, coda uno de ellos adquiere la capo-
cidad para crecer en el ambiente considerado. 
Pero en la actuolidad est6 constotoda lo existencia de 
un gran numero de compuestos -sobre todo de noturaleza org~ 
noclorada- susceptibles de permanecer inolterados ante el -
ataque por parte de los microorgonismos y por ende capaces de 
persistir en el media durante largos per£odos de tiempo. 
Los compuestos xenobi6ticos, como materiales de or!gen ontr~ 
p6geno que son, unicamente pueden occeder ol medio mediante 
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octividodes humonos y aunque en ellos se incluyen compuestos 
organicos e inorganicos, aqu£ unicomente mencionoremos los 
primeros, entre los que se encuentron productos de lo mas -
diverse utilizaci6n, como son toda close de materiales sin-
teticos (pol{meros, aductos, condensantes, estabilizodores, 
ontioxidontes, plaguicidas, tintes, detergentes, emulsionan-
tes, resinas sinteticos, ontiinflomobles, drogos, gomos, 
locos ••.. ). 
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3. BIFENILOS POLICLORADOS {PCBs) 
Aunque los bifenilos policlorados (PCBs) fueron des-
critos por primero vez en lo literature cient{fico en 1881 
por Schmidt y Schultz la generolizoci6n del empleo indus-
trial de estos compuestos no tuvo luger haste 1930 (Penning). 
y aun hubieron de tronscurrir 36 enos haste que Jensen en 
1966, los calific6 como contominantes ambientales al identi-
ficarlos como los compuestos responsobles de lo serie de in-
terferencias que aparec{o sistematicomente en el analisis re-
sidual de insecticides orgonoclorados por cromatograf{o gos-
l{quido. 
Durante lo ultima decode se esta dedicondo uno aten-
cion creciente ol estudio de los implicaciones de este tipo 
de compuestos no solo por su incidencia sabre los ecosistemas, 
ol hoberse comprobado que su presencia en diferentes seres 
vivos, edemas de ser coda vez mayor, puede ocosionor disfun-
ciones en su biologic. (Risebrough, 1968; Ander, 1969; Zitko, 
1971), sino tombien por su influencia en lo solud humane a 
consecuencio de la ingestion de olimentos contaminados con 
este tipo de productos, como ocurrio en la ciudad japonesa de 
Yusho en 1968, donde un elevado numero de personas resultaron 
afectados por la ingestion de oceite de arroz contominado con 
PCBs. (Kotsuki, 1969; Higuchi, 1971; Tanaka, 1972). 
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Baja la denominaci6n de bifenilos policlorodos se en-
globe a toda una serie de compuestos, cuya molecule puede 
contener de una a diez clorosustituciones j que se carocteri-
za por su elevada estabilidad fisicoqufmico. En efecto, los 
PCBs son qufmicamente inertes, insolubles en oguo y solubles 
en disolventes org6nicos, resisten los trotamientos con aci-
dos, alcolis y otros agentes corrosivos, presenton una bajo 
volotilidad, pueden ser destilados sin descomposici6n, inal-
terables a la calefacci6n prolongada a 1502C, electricamente 
se comportan como agentes no conductores y no mantienen la -
combustion a temperatures inferiores a 3602C, retardando la 
inflamabilidad de otros materiales. 
Estas coracter!sticos permiten su empleo en diferentes 
ramas de la industria, y de lo utilizoci6n que de ellos se 
hace, merecen destacarse: 
1) Lubrificantes en electr6nico, sistemas de alto vocfo o ele-
vado presion. 
2) Fluidos hidraulicos o de interacci6n termica. 
3) Antiestaticos y aislontes en lo industria electr6nica. 
4) Antiinflamobles en lo industria papelera, en celulosa y 
tejidos. 
5} Antihumectontes, impermeobilizontes, refrigerantes y agen-
tes onticorrosivos. 
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6) Aditivos plastificantes y reblandecientes en lo industria 
de los plasticos, gomas y pinturos. 
7) Aditivos en formulaciones plaguicidas como dispersantes, 
estabilizodores y agentes sinergicos del principia activo. 
El amplio espectro de aplicoci6n que presentan estes -
compuestos lleva consigo el que en lo practice no se utilicen 
compuestos individuates sino mezclas de ellos formados por mo-
lecules con diferente numero y posici6n de clorosustituciones, 
con objeto de trotar de acentuar las cualidades positives y 
de disminuir los negatives, segun el ambito de utilizaci6n. 
Los PcBs se fabrican y comercializon como 
mezclos de bifenilos policlorados que difieren en el porcen-
toje de cloroci6n, as{ como en su denominaci6n en dependencia 
de la firma que los fabrica: as{, en EE.UU por Monsanto -
bajo el nombre de Aroclor, en Francia por Prodellec (Pheno-
clor), en Alemania por Boyer (Clophen) yen Jop6n por Kone-
guchi (Kaneclor). Puesto que la mayor parte de los trobojos 
de investigaci6n sabre estos compuestos, se han centrodo so-
.bre el Aroclor, es oportuno utilizor el c6digo de Monsanto -
para designor sus corocter{sticos: el primer y segundo 
digitos indican el tipo de molecule: 12,bifenilos policloro-
dos, 54, terfenilos policlorodos, mientros que los dos ultimos 
dfgitos expreson el porcentaje en peso d& cloro. As{, Aroclor 
1254 es un bifenilo policlorado que contiene un 54% de cloro. 
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4. INGRESO Y OINAMICA EN EL MEOIO AMBIENTE DE LOS PCBs 
El conocimiento de los procesos de ingreso y tronspor-
te de los PCBs en el medio, aun dista mucho de ser completo. 
Hay pruebas que sugieren que su dinomica en los ecosistemas 
es semejonte a~del OOT yo que, en primer lugor, presentan 
una serie de propiedades similores como son su on6logo peso 
molecular, su baja solubilidad en ague y su alto estobilidad; 
en segundo luger, sus ritmos de ingreso se asemejan a los del 
DDT {asf la relaci6n PCB/DDT total varfa de 0,2 a 5 en lo mo-
yor{o de los casas) y por ultimo, ambos grupos de compuestos 
experimenton el fen6meno de la mognificaci6n biol6gico, como 
han demostrodo Jensen (1969) y Holden (1970) a troves de es-
tudios de campo y Keil (1971) en trabajos de loboratorio. 
Ahoro bien, si el transports a lo largo del ecosiste-
mo de los PCBs puede ser comparodo con el del DDT, no ocu-
rre asi con los meconismos de entrada yo que en este ultimo 
coso el ingreso es totolmente intencionodo y se restringe a 
oquellos 6reos que requieren la acci6n ploguicido, mientras 
que en el coso de los PCBs el ingreso en el medio, ni inten-
cionado, ni locolizado, s6lo es debido ol amplio ambito de 
utilizoci6n de estos productos y al gran numero de materia-
les en cuyo composici6n pueden estor los PCBs. (La produc-
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cion de PGBs en los EE.UU, durante lo decoda 1961-1970 fue -
de 312.000 tonelados y en el intervolo 1954-1972 en el Jop6n 
fue de 57.000 tonelados). 
Con el unico ffn de estudiarlos, podemos consideror 
cinco vfas de ingreso de los PcBs en el medio ombiente: 
1) Por su masivo empleo a nivel industrial, no es 
aventurodo pensor que pueden occeder ol media terrestre y o-
cu6tico, no solo a consecuencia de los procesos de fobrica-
ci6n de los mismos, sino tombien de todos aquellos moterioles 
de cuya composicion forman parte. 
2) A este tipo de contaminaci6n, se sumo lo atmosferi 
co, la cual se produce durante la combustion de materiales -
de desecho en cuya composici6n entran los PcBs. 
3) La utilizaci6n de estos compuestos como ogentes 
mejorantes y sinergicos de ciertos insecticides organocloro-
dos posibilita el occeso directo de los PcBs a los ecosiste-
mos. Este empleo est6 ahoro rigurosomente prohibido. 
4) Parece hober sido demostrodo experimentolmente 
que los residuos de DDT constituyen, por efecto de la radio-
cion solar, una nueva fuente de PCBs {Moilanen y Crosby, 
1973) (Fig. 1). 
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Fig. 1.- Fotoconversi6n del DDT en lo atmosfera 
(Moilanen, 1973); 1: lento; r: ropido 
m: moderodo. 
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5) Por ultimo, existe la posibilidad de producirse 
olgun tipo de reacci6n de Ullman, con interacciones de -
haluros arom6ticos, catalizadas por ogentes metolicos como 
el cobre, y con la consiguiente formoci6n de biarilos. 
Uno vez que estos compuestos xenobioticos han occedi-
do al medio. se encuentran a merced de todo una complejo se-
rie de meconismos, f!sicos, qu!micos y biologicos -recogi-
dos en lo figuro 2- que funcionando como efectivos v!os de 
transporte difunden el xenobiotico sobre areas coda vez mas 
extensas. 
La mognitud del proceso de diseminacion depende en pri 
mer lugar de las particularidades topogr6ficas, climoticas y 
biosfericas del 6rea contaminada, y en segundo lugar de la 
estabilidad qu{mica del compuesto utilizado que, como yo se 
ha especificado, en el coso de los PCBs es elevada. Estos -
contaminantes, al ser transportados por los corrientes de oi-
re, agua y los organismos vivos, se difunden ampliomente, pu-
diendo algunos residues permonecer en lugares poco accesibles 
durante largos per{odos de tiempo y, aunque se encuentren en 
pequeno concentrdcion, debido a su toxicidod y persistencia, 
eston ofectando a los sistemas biol6gicos. 
La codeno de contominaci6n del medio por PCBs { que 
.· 
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Fig. 2. Tronsporte de los PCBs en el medio 
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se esquemotiza en sus eslabones fundomentales en la figuro 3) 
es tan extenso y variada que puede llegar a l{mites insospe-
chados: un suelo contaminado, al ser anegado por el aguo de 
lluvia ode riego puede permitir su desplozcmiento hacio,lascorrierr 
tes fluviales y de aqu{ a las costas y oceonos. Al contomi-
norse las plantas acuaticos, muchas de los cuales son fuente 
alimenticio de la fauna piscicola, aquella se puede extender 
a lugares muy olejodos del foco inicial de lo contaminaci6n. 
Par otra porte, lo vorioda microfauna ed6fico, !leva 
consigo uno fracci6n del xenobi6tico que de esto forma se ex-
tiende a otros areas no contaminadas. Las aves, que se ali-
menton de seres contaminodos, transportan los residuos en sus 
movimientos migrotorios a regiones que pueden astor muy ole-
jades del area inicialmente contominado. Solamente a troves 
de estos cadenas tr6ficos pueden repartirse extraordinario-
mente los PCBs, alconzando zonas de dificil acceso directo. 
La muerte y descomposici6n de las plantas y animales contaml 
nodos devuelve al suelo y pone a disposici6n de los micro-
consumidores el contenido toxico vehiculodo en sus organis-
mos (Baluja, 1967). Entonces, las estructuros de elevoda es-
tabilidod, como los PCBs, son susceptibles de penetrar inal-
terodos en las redes troficas, concentr6ndose en las especies 
consumidoros de orden superior que por ser las que tienen ma-
nor taso de renovaci6n, reciben un impocto comporativamente 
mayor. 
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Fig. 3. Dinomica y bioconcentraci6n de los PCBs en 
el medio ambiente. 
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5. TOXICIDAD DE LOS PCBs 
La evaluaci6n toxicologica correcto de los PCBs tro-
pieza con la dificultad de la escasez de trabajos que pro-
porcionan datos fiables ocerca de la DL50 ; ello es debido /~ 
fundamentolmente al hecho de que se trata de mezclas de 
onalogos estructurales, aunque es tombien necesario tener 
en cuenta la existencia de impurezas que se forman durante 
los procesos de sfntesis de los PCBs, como son los clorodi-
benzofuranos y clorodibenzodioxinas, compuestos ambos de 
elevada toxicidad y cuyos efectos pueden enmoscarar los pr£ 
ducidos especificamente par los PCBs. 
Con el unico fin de proporcionar valores indicatives 
acerco del arden de los niveles de PCBs que pueden incidir 
sobre la biolog{o de los principales grupos de seres vivos, 
hay que destacor que en lo que se refiere a insectos, 
Lichtenstein {1969) ho comprobado que los PCBs son entre -
40 y 300 veces menos t6xicos que el DDT para la mosca domes 
tica (Musca domestica) y para la mosca de lo fruta (Droso-
phila melanogaster) y que esta toxicidad decrece segun au-
menta el contenido en 6tomos de cloro. En lo que concierne 
a los crustaceos, Duke (1970) evaluo en 0,1 mg/1 la concen-
tracion necesorio en ogua para ocosionar una mortolidad del 
100% en el comar6n rosa (Penaeus duororum) ol cabo de 48 
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horas. En lo que hace referencia a los peces, Wildish 
(1970) estimo que el umbra! para el Gammarus oceanicus es 
de 0,001 a 0,01 mg/1 en agua de Aroclor 1254, mientras que 
Hansen (1971) encontr6 que Lagoden rhomboides y Leiostomus 
xonthurus mor{an entre los 14 y 15 horos despu~s de ser -
expuestos a 0,005 mg/1 de Aroclor 1254. Las aves consti 
tuyen, sin ninguna duda, el grupo de seres vivos que ha si-
do estudiodo con mayor detalle, dentro del 6mbito que esto-
mos considerondo, y as{ Heath et ol. (1972) han estudia-
do tres especies de aves (6node silvestre, faison y codor-
niz japonesa) en presencia de seis Aroclores distintos. En 
general, la toxicidad aumenta conforme lo hace elporcentaje 
de cloro que contiene coda uno de los mezclos ensoyodos. 
Los niveles de contaminoci6n en tejidos de aves muer-
tos, presumiblemente por envenenomiento por PCBs, han sido 
investigados por Presst (1970), Vos (1970) y Dahlgren (1972), 
los tres investigodores evoluaron los niveles en higado, y 
han senalodo grandes variociones al respecto. Presst ha 
encontrado valores de 70 a 692 ppm en ejemplares muertos -
de Lonchura striata y de 3 a 639 en ejemplores vivos. 
Vos y Koeman han dodo niveles hepaticas de 680 a 3.400 ppm 
en pollos muertos durante el experimento. Dahlgren consto-
to grondes voriaciones en las cantidades presentes en el hi-
gada de faisanes, yo que osciloban de 390 a 9.300 ppm. 
~-
20. 
En nuestro pafs, las investigaciones llevados a ca-
bo por Baluja (1977) sabre muestras hepaticas de garza im-
perial (Ardea purpurea) y pato cuchara (Anas clypeata) pr£ 
porciononniveles de 0,32 ppm y 0,83 ppm para ejemplares vi 
vos de dichas especies, mientras que en ejemplares halla-
dos muertos (con toda probabilidad, la muerte no fue debi 
do a envenenamiento directo por PCBs) los valores alconza-
dos son de 2,2 y 1,08 respectivamente. 
Parece pues evidente que las concentraciones encon-
trodos en higado tienen una problematica relaci6n con la -
toxicidad y osf, los autores antes mencionados,comprobaron 
una mejor correlaci6n entre los niveles encefalicos de PCBs 
y muerte que entre los niveles hepoticos y muerte. Vos y 
Koeman indicoron que volores comprendidos entre 210 y 420 
ppm en el cerebra ocasionobon,en la mayorfa de los casas, 
lo muerte por intoxicacion. Dahlgren situa estos niveles 
entre 300 y 400 ppm. 
Pero en lo que se refiere a la avifauna, as preciso 
destacar la incidencia de los PCBs sobre el proceso repro-
ductor. En efecto, estos compuestos xenobi6ticos, de forma 
analoga al dieldrin y DOE, estimulan la producci6n de hidro 
xilosas hepaticas, lo que origina uno depresion en los ni-
veles de estr6genos circulantes, que se traduce en uno re-
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ducci6n de la reserve colcica de los aves, con la consiguie~ 
te disminuci6n de los niveles de calcio en disposici6n de -
pasor a formor porte de lo cascara de huevo. Asi pues, lo 
conjunci6n de ambos mecanismos da lugar a la deposici6n 
tordfa de huevos provistos de c6scaras onormalmente delga-
das. El proceso se esquemotiza en lo figuro 4. 
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Fig. 4. lndicencia del ODE, dieldr{n y PCBs sobre 
el metabolismo del Calcio. 
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6. PERSISTENCIA EN EL MEDIO DE LOS PCBs 
Los mecanismos que contribuyen a lo descomposici6n 
6 desactivaci6n de los PCBs presentes en el medio y por -
tanto a una disminuci6n de su persistencia los podemos cla 
sificar en f{sicos, quimicos y biologicos . 
. Entre los foctores de arden fisico destocan la tem-
peratura y la radiaci6n solar. Por lo que respecta a la -
primera, sus efectos son escasamente significativos yo que 
las descomposiciones termicas de los PCBs tienen lugar a 
temperatures y condiciones que nunca se alcanzan en la no-
turaleza. 
En lo que atone a la radiaci6n solar, su papel pare-
ce ser mas relevante, yo que se ha comprobado que algunos 
bifenilos policlorados experimentan transformaciones cuan-
do est6n expuestos a la luz ultravioleta. En el apartado 
dedicado a transformaciones abioticos de los PCBs se espe-
cificar6n con detalle algunos casas. Entre las occiones -
de arden qu{mico, y por anologia con otros compuestos orga-
noclorados, cabr{a citar los oxidaciones, descloraciones, 
isomerizaciones, etc. que por lo general necesitan condi-
ciones energicas para producirse, no siendo fdcil que sa pr~ 
senten en los ambientes naturales. 
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Son los mecanismos de tipo biol6gico los que mas co~ 
tribuyen a las tronsformaciones que experimenton los PCBs 
en el medio ombiente, y si bien es cierto que rora vez con 
ducen a moleculas realmente degradadas, no menos cierto es 
que son los procesos biol6gicos los que inducen un mayor n~ 
mero de cambios en la molecula de los PCBs y a una mayor 
velocidad, como corresponde a reacciones cotolizadas enzi-
maticamente, lo que facilita posteriores atoques de otra -
!ndole. 
Hay que destacar que, en general, cuando la descom-
posicion de un xenobi6tico viene determinada por mecanismos 
fisicos, quimicos o fisico-qu{micos, la velocidad de la mi~ 
rna sigue una cin6tica de primer orden mientras que la que -
corresponde a transformaciones biologicas es del tipo sig-
moidal, figura 5. 
En lo noturalezo es dificil discernir, sin embargo, 
los contribuciones debidas a coda uno de los mecanismos se-
Rolodos, yo que no act6an oislodomente sino en cooperaci6n. 
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Fig. 5. Cineticas de desaparici6n de un contaminante 
subsiguientes a una sola oplicoci6n. 
A: Por mecanismos fisicos o qufmicos. 
8: Por mecanismos biol6gicos (segun Kearney, 
1969). 
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7. TRANSFORMACIONES ABIOTICAS Y BIOTICAS DE LOS PCBs 
Antes de occeder ol estudio de los tronsformaciones 
bi6ticas y abi6ticas que los PCBs pueden experimenter en el 
media ambiente es oportuno referirse brevemente a dos as-
pectos estructuroles de lo molecule de estos compuestos que 
condicionan sobremanera su comportamiento desde un punto de 
vista degrodotivo. El primer aspecto consiste que, en co~ 
traposici6n con la ideo que ha predominado durante cierto 
tiempo, no parece que exista uno estrecho correlaci6n entre 
el grodo de cloroci6n de lo molecule y su biodegrodabilidad. 
En efecto, Schulte y Acker (1974), han sugerido que la re-
sistencia de los PCBs a acciones metabolicos tendentes a -
lograr -o a facilitar- lo tronsformocion de su molecula, 
no es funci6n del porcentaje de cloracion de lo misma, sino 
de la corencia de al menos dos 6tomos de carbona adyacentes 
no sustituidos. Esta hipotesis ha sido parciolmente demos-
trade por Jensen y SundstrBm (1974) en animales superiores. 
En la figure 6 se esquemotizan las posibles locoliza-
ciones de otaque -en orden a lo hidroxiloci6n micros6mico-
en diferentes molecules de bifenilos policlorodos. De su 
observaci6n se deduce lo distinto susceptibilidld a la trans-
formoci6n de mol~culas identicomente clorodos segun lo dis-
posicion de los 6tomos de cloro sobre los mismos. Asimismo, 
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Fig. 6. Influencia del numero y posici6n de las cloro-
sustituciones en lo susceptibilidod de los PCBs 
a lo hidroxilaci6n micros6mica. 
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es facil constatar que, atendiendo a este criteria, existen 
mol6culas de menor porcentaje de cloraci6n que son mas re-
sistentes a los procesos degrodativos que aquellas que son 
mas clorados. 
El segundo aspecto a consideror rodico en la posibi-
lidod, no desconocida en otros xenobi6ticos de estructura 
mas 0 ~enos relacionado, de que el grado de coplonaridad 
de los dos anillos bencenicos afecte a la actividod biolo-
gico de lo molecula y/o su biodegradabilidad. De nuevo, en 
tal coso, la posicion relative de las clorosustituciones 
podr£o jugor un pope! esencial. 
En efecto, es sabido que la molecule de bifenilo es 
coplanar en el crista! porque ol efecto de empaquetamiento 
se sumo la tendencia o la coplanoridad por el efecto reso-
nante, que en fose goseosa establece un compromise entre -
esta ultima tendencia y las interocciones entre los hidr6-
genos en orto, que, mas cercanos entre si que lo sumo de -
sus radios de Von der Wools, tender{on o producir un giro 
de 902 (el compromise se resuelve en un giro de 422). 
Evidentemente la sustituci6n de los hidr6genos en -
orto por 6tomos 0 grupos mas voluminosos elevor£a el grado 
de interferencio, por lo que, oun prescindiendo del pope! -
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que, en soluci6n, jugar{a la naturalezo del disolvente, es 
claro que en los PCBs y sus posibles metabolitos puede 
dorse todo uno amplia gradaci6n en el angulo interonulor, 
con existencia de formes enantiomericas mas o menos focil-
mente interconvertibles (fig. 7), problematica cuya inci-
dencia a nivel de actividad bio16gica no ha sido todavia 
investigado adecuadamente. 
> 
< 
Fig. 7. Enantiom$ria en bifenilos sustituidos. Si los 
ortosustituyentes son poco voluminosos, la di-
ficultad a la interconversi6n de los enanti6 -
meros es muy pequena y ambos formes aston en -
equilibria. Si son voluminosos, el paso por -
lo coplonoridad estero impedido y no podra te-
ner luger la interconversi6n. 
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Pese a lo gran estobilidod quimica que presenton los 
PCBs y que yo ho sido comentodo onteriormente, estos com-
puestos pueden sufrir toda uno serie de olterociones en su 
estructuro por la acci6n de mecanismos de noturaleza fisi-
co, qu1mica y biologica. 
Entre las transformociones abi6ticos de los PCBs, lo 
degradopi6n por irradiaci6n es la mds importonte. As{, 
Hutzinger (1972) ha estudiado la descomposici6n fotoqui-
mica tanto de PCBs individuales como de mezclas de los mi~ 
mos, obteniendo en todos los casos productos polares oxige-
nodos. Andersson et ol. {1972) han irrodiado 2,2',4,4', 
6,6' hexoclorobifenilo en metana! durante 30 min. a una 
longitud de onda de 290-430 nm, obteniendo cerca de 80 
productos diferentes, siendo la mayor!a de ellos derivados 
orom6ticos clorooxigenados; entre ellos se identificaron -
series de o-metoxi-PCBs y de clorodibenzofuranos metoxi 
sustitu!dos. Los autores citados identificaron bifenilos 
de 1 a 5 6tomos de cloro, siendo lo descloraci6n la princi-
pal reacci6n que tiene lugar. 
Esta tronsformaci6n f{sico-qu{mica de los PCBs ha 
sido analizoda osimismo por Hustert y Korte (1974) utili 
zando luz ultrovioleto de diferentes longitudes de onda. 
As{, el 2, 2',4,4',6,6' hexoclorobifenilo en disolventes 
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no polores sufre un desplazomiento de 6tomos de cloro has-
to la formaci6n de bifenilos no sustitu1dos, mediante un 
conjunto de polimerizaciones e isomerizaciones. En disol-
ventes polares se forman compuestos oxidados, fundamental-
mente hidroxilodos, y muy posiblemente policlorodibenzofu-
ronos, compuestos estos extremodomente t6xicos, detectodos 
como impurezas en diferentes procesos industriales. La irr~ 
dioci6~ en auxencia de disolventes do lugor a la formaci6n 
de productos altamente clorados, tales como hepto y octo-
clorobifenilos. Porte de los compuestos que se forman por 
irrodiaci6n con luz ultrovioleta se esquemotizo en la fi-
gure 8. 
Los autores citodos (1974), en experimentos lleva-
dos a cabo con di, tetra y hexaclorobifenilos, tonto en es-
tado s6lido como gaseoso, han comprobado la existencia de -
clorociones, descloraciones, oxigenaciones, isomerizaciones 
y polimerizaciones en las molecules de PCBs. Rappe (1973) 
ha constotado que, en estado de vapor, los bifenilos menos 
clorados son estables a la luz ultravioletaj sin embargo, 
en disolventes org6nicos demostr6 lo existencia de un r6pi-
do proceso de descloraci6n reductive. En suspensiones OCU£ 
sas tiene lugar tanto la reducci6n como el desplazomiento 
nucle6filo de Cl por OH. 
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Es evidente que todas las transformociones menciona-
das han sido llevados a cabo en experiencias de laborotorio 
pero aun no se ha comprobado que se desorrollen en ombien-
tes naturales. Por otra parte, la fotodescomposicion ex-
perimental de los PCBs, yo sea debido a oxidociones, redu-
ciones, reocciones fotonucleof!licos, isomerizociones, etc., 
se ha demostrodo que se encuentra estrechomente relociono-
das con el medio en que tienen lugor. 
Antes de inicior el estudio de los tronsformaciones 
bi6ticos que experimenton los PCBs, es necesorio estimor la 
validez del concepto de degrodaci6n oplicado o estos compue~ 
tos xenobi6ticos, osi como las consecuencios reoles que co~ 
porton sus transformaciones. En realidad, en la gran mayo-
ria de los casos, el termino degrodaci6n en su sentido es-
tricto, entendido como el proceso en virtud del cual un 
compuesto orgonico queda disminufdo en su numero de atomos 
de carbona, resulta incorrecto en este contexte particular, 
yo que ni por meconismos de fndole bi6tica o obi6tico se 
suelen conseguir mas que ligeras transformociones qufmicas 
que afectan a la moleculo de un modo muy restringido o lo-
calizado, y que, desde luego, no sustroen eslabones a su -
esqueleto carbonado. 
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Obviamente, puede objetarse que alteraciones muy su-
perficiales desde un punto de vista puramente quimico, con-
llevon cambios basicos en lo que se refiere a la octividad 
biologico. Ello es cierto y se conocen numerosos ejemplos 
reales en los que asi ocurre, con el·consiguiente descanso 
de toxicidad, pero como controportida, tambien se dan casos 
en los que la alteroci6n hace aparecer propiedodes indaseo-
bles: asi, sin salir del ambito de los hidrocarburos orgo-
noclorados, se sabe que el aldrin es epoxidado y convertido 
en dieldrin mediante el metabolismo de muchos seres vivos, 
resultando ser el metabolite mas estable que el sustrato -
original, por lo que su acumulaci6n en los seres vivos se 
ve de esta forma facilitada. Asimismo, el dieldrin puede 
a su vez experimenter una fotoisomerizaci6n inducida por 
la fracci6n ultravioleta de la radiaci6n solar, siendo el 
fotois6mero m6s t6xico para algunos onimales superiores. 
En el coso de los PCBs la tronsformoci6n mas frecuen 
te es oquella que do lugar a compuestos hidroxilados, aun-
que tombien se producen en muy pequenas cantidades otros -
compuestos polares. En cualquier coso y ounque los estudios 
toxicologicos llevados a cabo con estos metabolites son es-
cosos, no porece que tenga lugar una disminuci6n sensible 
de la toxicidad, lo que apoya lo idea acerca de lo cuestio-
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noble que resulto el concepto de degradoci6n en el coso de 
estos compuestos xenobi6ticos. 
Los estudios de los tronsformaciones metabolicos de 
los PCBs se han desorrollado en dos campos: uno que utili-
ze PCBs comerciales, constitufdos por mezclos complejas -
de diversos compuestos, dado que estes mezclas son los que 
acceden ol medio y se integron en la biosfero, y un segun-
do campo que emplea los componentes individuates de las 
mezclas con objeto de constator la existencia de alteracio-
nes producidas en la molecule, via metabolismo. 
La comparaci6n entre los perfiles cromatograficos de 
las mezclas-patron administrodas a diferentes animales y -
las obtenidas de tejidos, organos y excretes de dichos ani 
males, pone de manifiesto una serie de conversiones meta-
b6licas cuya naturalezo y velocidad dependa del ser vivo 
considerodo .. Por lo general, se pueda afirmor qua los com-
puestos manos clorados de las mezclos desaporecen an mayor 
proporci6n que los de alto grado de cloroci6n. 
As{, los estudios de Grant (1971) consistentes en 
la administroci6n oral de difarentes dosis de Aroclor 1254 
a ratas macho, edemas de constotar su presencia en todos -
los tejidos onolizados, preferentemente en el tejido adipo-
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so, indicaron que los diferentes componentes de la mezcla 
eran metabolizados a diferente velocidad, siendo esto m6xi 
rna en los de menor grado de cloraci6n. Por otra parte, los 
residuos detectados en cerebro, bozo, sangre, test{culos, -
coraz6n, rin6n y grosa quedaron reducidos entre un 33% y 
un 90% al cabo de los 20 dias, comprobandose un aumento 
significative del tamano del higado, as{ como el porcenta-
je lipidico de dicho 6rgano. 
Los experimentos llevados a cabo por Bayley y Bunyan 
(1972} sobre aves, demostraron que en el higado se doba un 
alto grodo de transformaci6n de los compuestos menos clorados 
de los Aroclor 1242 y 1254, mientras que en los extractos 
openas se detect6 lo presencia del material odministrodo. 
Los estudios metob61icos realizados con los compues-
tos individuates que integron las diferentes mezclos de bi-
fenilos policlorodos han confirmodo que lo hidroxilaci6n es 
lo reocci6n que se presenta cosi con exclusividad, siendo -
los productos mono, bi 6 trihidroxilados -o sus conjugados-
los que oporecen con mayor frecuencia. As! Block y Cornish 
(1959) han comprobado que el 4-clorobifenilo era tronsforma-
do en el 4-cloro-4'-hidroxibifenilo y sus conjugodos corres-
pondientes en el coso de los conejos. Las alteraciones meta 
b6licas del 4-clorobifenilo, 4-4'-diclorobifenilo, 2,2',5,5'-
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tetraclorobifenilo y 2,2',4,4',5,5'-hexaclorobifenilo han -
sido estudiados por Hutzinger et al. (1972) en palomas, 
ratas y truchas. Los resultados mostraron la conversion del 
4-cloro, 4,4'-dicloro y 2,2',5,5'-tetraclorobifenilos en 
sus hidroxiderivados, tonto en rata como en paloma, mientros 
que no se detect6 ningun metabolite en las excretes de la 
trucha. Sin embargo, el 2,2' ,4,4',5,5'-hexoclorobifenilo 
no se tronsformobo en su hidroxiderivado en ninguno de los 
tres especies objeto de experimentoci6n (fig. 9). 
Goto et al. (1974a, 1974b) estudioron el metobolis 
mo en ratos de compuestos que contenian todos los atomos 
de elora en un anillo, quedando el otro onilloendisposicion 
de ser hidroxilodo. Concretomente los compuestos ensoya-
dos fueron el 2,3-diclorobifenilo, que se hidroxilo en la 
posici6n 4', el 2,4,6-tetroclorobifenilo que do lugar ol 
4'-hidroxiderivodo, 3',4'-dihidroxiderivodo y el 3',4'-hi-
droxi-metoxi-derivodo, el 2,3,5,6-tetroclorobifenilo y el 
2,3,4,5,6-pentoclorobifenilo se tronsformaron en los 3' y 
4'-monohidroxiderivodos, 3',4'-dihidroxiderivados y 3',4', 
hidroximetoxiderivados. 
Comparemos ahara las diferentes tronsformaciones a -
los que se encuentro sometido un unico compuesto integronte 
de las mezclas de PCBs, en dependencio de los seres vivos -
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objeto de experimentaci6n. El compuesto seleccionado ha -
sido el 2,2'-diclorobifenilo no s6lo por formar porte de 
practicamente la totalidad de todas los mezclas conocidas 
de PCBs, sino par ser el mas estudiado en los trabojos de 
indole metabolica llevados a cabo con bifenilos policlora-
dos. 
En primer lugar, este compuesto no es metobolizado -
por una serie de microorgonismos ensayodos {Muller, 1974, 
a b) · 1974 , 1974 , a excepci6n hecha de Nocardia sp que es capoz 
de crecer en presencia de 2,2'-diclorobifenilo, compuesto 
que utilize como fuente de carbona, y que se transformo en 
una proporci6n del 4% en un metabolite de noturaleza desco-
nocida, pero este tema se tratara con mas detolle en el co-
p!tulo 8. Los ensayos llevodos a cabo con vegetoles han 
demostrado la existencia de uno serie de transformaciones 
del compuesto utilizado. As!, lo Veronica beccabunga ori-
gina un conjunto de metabolitos oltamente hidrof!licos; so-
metidos a hidr6lisis acida se detectan dos monohidroxideri-
vados del 2,2'-diclorobifenilo, uno de los cuoles era detec 
todo tombi~n en estodo libra, aunque en muy bojas propor-
ciones {fig. 10). 
- plantcs varros + 
-'-----)7 c ~r.iugccvs 
pro due los 
no ider. tificados 
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2-2 -drclorobrfern o hicrolr5:S cctda 
Fig. 10. Metabolismo del 2,2'-diclorobifenilo en 
Veronica beccabunga. 
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Los experimentos efectuados con especies de los ge-
neros Ranunculos y Callitrichi permiten constatar 1a pre-
sencia de un conjunto de conjugodos que por hidr61isis ren 
dfan dos is6meros de un monohidroxiderivodo de 2,2'-diclo-
robifenilo (fig. 11). 
Las experiencias de laboratorio realizados por Hut-
zinger (1972a) sobre pez dorado, demostraron que se prod~ 
cfan dos monohidroxiderivados, mientras que en experiencias 
efectuadas con truchas bajo condiciones ambienta1es compro-
b6 que el 2,2'- era metabo1izado en muy bojo proporci6n, -
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Fig. 11. Metabolismo de 2,2'-diclorobifenilo. en Ronunculos. 
lo que sugiere la dificultad de extropolor las conclusio-
nes a nivel de laboratorio al ambito natural. 
Kamal {1976), ha detectado, en los heces de los ra-
tas dosificados con 2,2'-diclorobifenilo, dos monohidroxi, 
tres dihidroxi y un trihidroxi derivados, asi como una pe-
quena contidad del compuesto sin transformer y una menor -
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fracci6n de compuestos conjugados. Por otra parte, Greb 
(1976) ha incubado 2,2'-diclorobifenilo en presencia de 
la fracci6n microsomal de un homogenate hepatico de rata 
durante una hora a 37QC y detect6 los cuatro is6meros mono 
hidroxilados te6ricamente posibles. 
Cabe inferir de todo este conjunto de investigacio-
nes que a•)n cuando las transformaciones que pueden experi-
menter los bifenilos policlorados por parte de diferentes 
seres vivos, quedan practicamente reducidos a hidroxilacio 
nes en diferentes posiciones de los anillos, la cuantia 
numerica de las mismas aumenta cuanto m6s evolucionado es 
el ser vivo considerado. 
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8. INTERACCIONES ENTRE MICROORGANISMOS Y PCBs 
Obviando por el momenta el hecho de lo multiplicidod 
y diversificaci6n de las formas vivos, es un fen6meno evo-
lutivamente constatado que los organismos se adecuan meta-
bolicamente al ambiente en que viven, presentondo una mor-
folog{o, una fisiologia y un comportamiento que han sido -
perfectamente disenodos en orden a capacitor a coda ser vi-
vo a fin de que se adapte al mundo que le rodeo y pueda sub 
sistir en el. El punto de vista actual sabre la adaptaci6n 
es que el ambiente plontea ciertos "problemas" que los or-
ganismos necesitan "resolver" y que la evoluci6n a troves 
de Ia selecci6n natural constituye el mecanisme para crear 
dichas soluciones. La adaptaci6n es el proceso de cambio 
evolutivo mediante el cual el organismo procure una "solu-
ci6n" al problema coda vez m6s perfecto, siendo el resulta-
do final la adecuaci6n al media. 
En el coso de los microorgonismos, la odoptaci6n se 
manifiesta mediante un retraso en el comienzo del crecimien 
to durante la fase de latencia. Como yo se ha comentodo en 
el capitulo 2, la odaptaci6n de los microorgonismos puede 
ser genottpicoo fenotipica, y asi, en el coso de cultivos-
experimentoles, la adaptoci6n genetica resulta de lo selec-
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ci6n de los orgonismos del in6culo que son copoces de repr£ 
ducirse en el ombiente en cuesti6n. Cuando una poblaci6n 
se encuentra en un medio al que no est6 habituada, el equi-
libria que normalmente se establece entre mutaci6n, por uno 
parte, y retromutoci6n y occi6n de los mecanismos selecti-
vos, por otro, se desplazo en el sentido de fovorecer lo -
primero, con lo que los mutantes se convierten en los miem 
bros dominantes de lo poblaci6n. 
En el coso de los odoptociones no geneticas, estes 
no implicon tronsformaciones de ningun tipo en el potrimo-
nio hereditorio de los microorganismos, sino que coda ser 
vivo, de forma individual, odquiere copocidad para desorr~ 
llarse en un determinodo ombiente, por ejemplo: sinteti-
zondo uno enzimo inducible que sea necesario para el meta-
bolismo de un nutriente presente en el medio ambiente. 
De lo anteriormente expuesto cobe deducir que lo oc-
ci6n microbiana deberia degrader, en gran porte ol menos, 
un buen numero de compuestos xenobi6ticos. Sin embargo, en 
el coso que nos ocupo la notable estobilidod de los PCBs 
hace que estos estructuros puedan permonecer en el media -
durante per{odos considerables de tiempo. 
Por otra parte, y dodo que no siempre los tronsfor-
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maciones metabolicas conducen a compuestos menos t6xicos, -
se puede considerar que un proceso es realmente destoxifi-
cante cuando: 
1) El metabolite sea menos t6xico intr1nsecamente 
en su lugar de acci6n. 
2) El metabolite sea menos t6xico por su peor dis-
tribuci6n o por su menor tiempo de residencia en el lugor 
de acci6n. 
Una cuesti6n de interes dentro del ambito del meta-
bolismo de compuestos xenobi6ticos radica en la extension 
y significado de dicho metabolismo por parte de los micro-
organismos. De inmediato se plantea la cuesti6n de por que 
los microorganismos son capaces de obtener energfa de la -
degradaci6n de los xenabioticos presentes en el media, ge-
neralmente en muy bajas concentraciones, mientras que hay 
otros nutrientes en el suelo. Parece que la respuesta -en 
el coso de los PCBs- rodico en el coracter lip6filo de 
estos compuestos orgonoclorodos, yo que en medios acuosos, 
tales como mezclas de suelo y agua, los PCBs se asocian a 
la materia org6nica, donde se desarrollan los microorganis-
mos, facultando su entrada cuando estos seres vivos toman 
los nutrientes por meconismos de tronsporte activo y pasivo. 
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Desde un punto de vista generolizado, el xenobi6tico 
incorporodo por el microorgonismo puede seguir dos procesos 
perfectamente diferenciados, uno que supone la simple acu-
mulacion del compuesto, si~ que exista tronsformacion olgu-
na y un segundo que implica la transformaci6n qu{mico del 
mismo y que a su vez puede tener lugor mediante dos meconis 
mos diferentes: 
1) La transformacion no supone un aporte energ6ti-
co para el microorganismo, fenomeno este que ha side deno-
minado de distintas formes, y asi Foster (1962), lo desig-
na como cooxidaci6n, Jensen (1963) como cometabolismo y 
Ruiz-Herrera y Starky (1968) como codesosimilaci6n. 
2) La tronsformacion lleva consigo un aporte ener-
getico al ingresar el xenobiotico en la v{o ~atabolica. 
En el coso que nos ocupa, parece que la mero acumu-
lacion de los PCBs y su transformaci6n sin producci6n de 
energ{a son los dos factores que major definen la dinarnico 
en el medio de estos compuestos. 
La biodegrodabilidad, o susceptibilidad de un con-
puesto orgonico a la degrodaci6n biol6gica, por porte de 
los microorgonismos es una de las primeras pruebas que se 
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llevan a cabo con objeto de determiner su incidencia en el 
medio ambients. Las investigaciones llevadas a cabo con -
residues de PCBs sugieren que estos compuestos ofrecen una 
elevado resistencia a la degrodaci6n microbiano, aunque en 
arden a evaluar de forma correcta su persistencio, es nece-
sario no olvidor que los PCBs no estan constitufdos por uno 
unica especie qu[mica, sino que son una mezclo de diferen-
tes sustancias susceptibles de ser biodegrodados a diferen 
tes velocidodes. 
El conocimiento de los interocciones entre los PCBs 
y lo microflora es oun escaso. A pesar de ello, Keil et -
al. (1972) ha comprobodo que estos compuestos estimulan el 
crecimiento de Escherichia coli. Veight (1970} ho observe-
do que la concentraci6n de Aroclor 1242 en aguos locustres 
disminu!a a mayor velocidad que la de Aroclor 1260, por lo 
que concluy6 que este ultimo era mas resistente 0 la degro-
daci6n microbiona que aquel. Por otro parte, Ahmed y Focht 
(1973) en estudios monometricos llevados o cabo con espe-
cies del genero Achromobacter han constatodo que, con excep-
ci6n del 2,5,3',4'-tetraclorobifenilo, todos los PCBs en-
soyados eron oxidados por la bacteria. Los datos manome-
tricos indican que 2,3-diclorobifenilo; 2,4-diclorobife-
nilo: 3,4-diclorobifenilo y 3,5-diclorobifenilo eran 
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fuertemente oxidados por Achromobacter, mientros que 3,4,2'-
triclorobifenilo: 2,3,2',3'-tetraclorobifenilo y 2,3,4,5,6-
pentaclorobifenilo lo eran levemente. El alto grado de 
oxidaci6n de los bifenilos diclorados en los que uno de los 
anillos permanece institufdo, es debido a la degradoci6n -
preferencial de dicho anillo. Asimismo, Corey y Harney 
(1978) estudiaron la degradacion del 2,5,2'-triclorobife-
nilo, comprobando que era transformado por bacterias mari-
nas aerobics en lo correspondiente lactona. Sin embargo, 
Fries (1972) no detect6 variaci6n olguna en lo composici6n 
del Aroclor 1254 acumulado en sedimentos an6xicos. De esto 
forma, parece ser que los PCBs pueden permanecer en ambien-
tes anaerobios sin sufrir alteraci6n qu{mica o biol6gica 
alguna. 
Por ultimo, Wong y Kaiser (1975) constataron que 
cinco especies del genero Achromobacter y dos del genero 
Pseudomonas utilizaban los Aroclores 1221 y 1242 como uni 
co fuente carbonado y energetica, mientras que no suced{a 
tal con el Aroclor 1254. La mezcla integrante del 1221 era 
totolmente degradada en diferentes componentes de peso mo-
lecular inferior, al cabo de un mes de incubaci6n. 
Todos los resultados ponen de manifiesto que a pesar 
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de lo resistencia que presentan los PCBs a ser transforma-
dos, los microorganismos constituyen el conjunto de los se-
res vivos que contribuyen con mayor intensidad y variedod 
a los procesos degrodotivos de los PCBs. 
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9. ALCANCE Y JUSTIFICACION DEL PRESENTE TRABAJO 
A la luz de las consideraciones precedentes parece -
evidente la importancia que durante los ultimos anos han od-
quirido los estudios tendentes a discernir las implicaciones 
a nivel ecol6gico de compuestos que, como los PCBs, tienen 
una indudabie repercusi6n ombiental. Desde este punto de -
vista, el estudio de las interacciones entre los PCBs y los 
microoorganismos de naturalezo fungica,ofrece un interes in-
mediato como contribuci6n al conocimiento de los efectos de-
bidos a un tipo de contaminaci6n tan ampliamente difundida 
como la ocasionada por este tipo de compuestos. 
La observaci6n de la bibliograf{a aparecida en los -
ultimos anos en torno ol tema que nos ocupa, pone de mani-
fiesto uno marcodo tendencia a enfatizar el estudio que so-
bre los compuestos xenobi6ticos ejercen los diferentes orgo-
nismos ensoyados. Sin embargo, son escosos los trobojos que 
aporton datos a fin de comprender el problema fundamental de 
los meconismos de respuesto que ponen en juego los sistemas 
biol6gicos frente a la presencia de compuestos xenobi6ticos. 
Entre los meconismos que contribuyen a lo degrodaci6n y des-
activoci6n de los compuestos xenobi6ticos, los de indole 
bioqu{mico, son los m6s interesantes y los que contribuyen 
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de forma mas significative a la transformaci6n de los mis-
mos, debido a ello, parece clara el interes de los estudios 
en torno a los procesos metabolicos, en los que se encuentran 
implicados dichos compuestos. 
Los microorganismos edaficos constituyen un conjunto 
de seres vivos especialmente indicodos para la realizaci6n 
de este tipo de estudios, dado el importante papal que de-
sempenan en los procesos de degradacion de diferentes hidro-
corburos, consecuencio de su alto copacidad transformadoro 
de distintos sustratos, entre ellos los hongos ofrecen un in-
teres odicionol debido o su escosa permeobilidad que es mu-
cho menor que 
suelo. 
lo de cualquier otra forma microbiano del 
Parece evidente, pues, que el estudio de las interoc-
ciones entre xenobi6ticos y hongos edaficos, ofrece un es-
pecial interes, tonto desde el punta de vista de los posi-
bles transformociones que experimentan oquellos compuestos, 
como las repercusiones que pueden tener sabre los microorga-
nismos mismos. 
A tal fin, para la realizoci6n de este trabajo se eli 
gi6 la levodura Saccharomyces cerevisioe, que si bien no de-
be considerorse como un microorganismo t{pico del suelo en 
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sentido estricto, no se encuentra excesivamente alejodo de 
otras levaduros que, siendolo, no ofrecen la ventaja que en 
Saccharomyces cerevisiae representa el hecho de disponer de 
diferentes cepas, que varian en su capacidad para degrader 
sustratos fermentables y no fermentables en orden a 10 obten 
cion de energ!o. Por otra parte, resulta evidente la impor-
tancia econ6mica de este ascomiceto. 
La selecci6n del contominante a ensoyar -o mejor la 
familia de contaminantes- ha quedado suficientemente jus-
tificada en lo introducci6n de esta Memoria y solo cabe de-
cir aqu£ que la expansi6n tanto en su producci6n a nivel 
mundial como ~n su detecci6n en los on6lisis residuales de 
sustrotos biol6gicos, hace que los PCBs sean los compues-
r 
tos organoclorodos que m6s riesgos planteon a nivel ombien-
tal. 
A lo luz de lo expuesto se plantean los siguientes 
objetivos: 
Estudio de las transformaciones acaecidos en los PCBs 
imputables a la occi6n del microorgonismo. 
Estudio de la incidencia de los PCBs sobre el deso-
rrollo de Saccharomyces cerevisiae, hacienda hincapie en el 
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proceso de acumulaci6n del xenobi6tico y en los mecanismos 
que lo gobiernan. 
Estudio de la fraccion lipidica de la levadura, con 
especial atencion, en lo que concierne a la subfroccion sa-
ponificable, a la incidencio de los PCBs sabre los acidas 
grasas y en lo que compete a lo subfraccion insaponificable 
a las implicaciones de dichos xenobioticos sabre los este-
roles del ascomiceto. 
Estudio de actividodes enzimaticas del metabolismo de 
S. cerevisiae de especial significaci6n por su reloci6n con 
lo cadeno de tronsporte electronico. 
Juzgomos que los objetivos prapuestas, ademas de su 
interes intr!nseco, ofrece otro adicional, que es la nove-
dad del mismo yo que en la bibliagrafia cansultada, se han 
encontrado muy escosas referencias que estudien las interac-
ciones entre PCBs y S. cerevisiae, si bien existen investi-
gaciones en torno a lo acci6n de estos contaminantes sobre 
otros microorganismos (Tejedor, 1977) o de otros xenobi6ti-
cos {Pocheko, 1971) (Singh, 1977), q~e han abierto un cami-
no a seguir en torno a los aspectos bioquimicos estudiados 
en esto Memoria. 
II. MATERIALES Y METODOLOGIA 
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1. TECNICAS DE CULTIVO 
Se utiliz6 una cepa de Sa~aromyces cerevisiae (va-
riedad ellipsoideus), de poder fermentative media, desig-
nada como G-442, segun el c6digo del Institute de Fermenta 
ciones Industriales. 
El cultivo de la levadura se llev6 a cabo en dos ti 
pos de media: 
Media fermentable 
Extracto de levaduras .• 10 g 
NaC1 .•....•...••..•.•• 0, 5 " 
HgC1 2 .6H2o ............ 0,7 " 
( NH 4 ) 2 • SO 4 . . . . • . . . . . . . 1 , 2 " 
CaC12 • . . . . . • . . . . . . • . • . 0, 1 " 
KP04 H2 • • • • • • • • . • • • • • • • 1 " 
...•.•......•. 0,005 " 
Glucose 10 " 
H2o destilada ....... 1000 ml 
Media no fermentable 
Extracto de levaduras .. 10 g 
NaCl . • . . . . . . . . . . . • . . • 0, 5 " 
HgC1 2 .6H20 ..••.••.•. 0,7" 
(NH4 ) 2 .so4 ..••....... 1,2" 
CaC1 2 . . . . . . • . . . • . . . . . 0, 1 " 
KP04H2 • • • • • • • • • • • • • • . 1 " 
Fec1 3 
Etanol 
0,005 ,, 
25,3 ml 
H2o desti1ada ..•... 1000 ml 
La esteri1izaci6n se efectua en autoclave a 1 otm6s-
fera (1219C) durante 15 minutes. 
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Para los cultivos en media l{quido se utilizaron rna 
traces erlenmeyer de 250 ml de capocidad con 50 ml de la -
solucion. El inocula consiste en 0,2 ml de ~no suspen-
si6n de celulos en agua destiloda esteril con un 0,1% de 
Tween-20. La concentracion del in6culo se ajusta por dil~ 
ci6n, llevandose a cabo el conteo de los c~lulos en uno 
camera . ·hemotoci tometrica. 
La incuboci6n se prolongo a lo largo de per{odos di-
ferentes que oscilan entre los 14 y los 48 horas en medio 
fermentable y entre las 22 y los 140 horas en medio no fer-
mentoble, a una temperatura de 27±22C. Los cultivos en me 
dio liquido se mantienen en ogitaci6n constonte (80 ciclos/ 
min) a fin de facilitar la oireaci6n. 
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2. INCORPORACION DE LOS PCBs A LOS MEDIOS DE CULTIVO 
La muy boja solubilidad de los PCBs en agua, dificu! 
ta su incorporoci6n a los medios de cultivo con la necesa-
ria homogeneidad. Debido a ello, y pese a que algunos au-
teres prefieren no utilizor disolventes ni emulsificantes 
en este tipo de experiencias, hubo que recurrir al empleo 
de los primeros para la adici6n de los PCBs a medias acuo-
sos con objeto de conseguir un adecuado grado de homogenei-
dod. 
As£, para la incorporaci6n de los PCBs a medios 11-
quidos, se utiliz6 una soluci6n en ocetona, a la concentra-
ci6n conveniente, de la cual se anode, en condiciones asep-
ticas, un volumen equivalente al 0,4% del volumen del me-
dio, despues de su esterilizacion pero antes de proceder a 
su siembra. Un volumen igual de acetone pura se anode asi-
mismo a todos los cultivos control. 
Se ensoyaron mezclos de PCBs comercializadas bajo -
las denominociones de Aroclores, (A-1232, A-1242, A-1248, 
A-1254 y A-1260) por la firma Monsanto. Asimismo, se uti-
lizoron de forma individual los siguientes compuestos, in-
tegrantes, por otra porte, de las mezclas mencionodas: 
2,2'-diclorobifenilo (I), 2,4'-diclorobifenilo (II), 
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2,5,2'-triclorobifenilo {Ill), el 2,5,2',5'-tetraclorobife-
nilo (IV). La ausencio en estos preparodos de impurezas de 
elevada toxicidad {policlorodibenzofuranos y policlorodibe~ 
zodioxinas) (Vos y Koeman, 1970) obvia el problema de los 
efectos t6xicos aditivos. 
Cl Cl 
o-o 6-o-Ci 
Jl 
111 IV 
Los concentrociones a las que se opera son de 5, 10, 
25 y 50 ppm de coda uno de los Aroclores y de bifenilos po-
liclorodos individuoles. 
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3. EXTRACCION DE LOS PCBs 
Uno vez finalizado el per{odo de incubaci6n, se prE 
cede a lo centrifugaci6n de los cultivos a 1.000 g duran-
te 30 min, con el fin de separar el medio y la biomasa. 
Los medias de cultivo se extraen con 50 ml de hexano, 
50 ml de eter et{lico y 50 ml de hexano sucesivamente. Reu-
nidos los extroctos, se secan sobre so4Na2 anhidro durante 
30 seg y se concentran a temperatura ambiente hasta un volu-
men conveniente. 
La biomasa se deseco sobre P2o5 a presi6n ligeramen-
te reducida y se determine su peso seco. A continuaci6n se 
homogenize en mortero, utilizando como obrasivo arena de 
cuorzo calcinada y lovodo a los 6cidos, hasta obtener un -
polvo fino y seco. 
Los homogenatos obtenidos se someten a distintas tec-
nicas de extracci6n segun la volatilidad de los compuestos 
implicados. Asi, los homogenatos que contienen 2,2'-diclo-
robifenilo, 2,5'-diclorobifenilo, 2,2' ,5'-triclorobifenilo, 
2,2',5,5'-tetroclorobifenilo y los mezclas de PCBs de bajo 
grado de cloraci6n {A-1232, A-1242 y A-1248) no se recupe-
ran en su totolidad si son sometidos a un proceso de extrac-
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cion en caliente en aparato Soxhlet; con objeto de resol-
ver el problema, estos homogcnatos se depositan en una co-
lumna de vidrio de 2 em. de diametro con fondo df placo 
filtrante y se eluye el sistema con una mezcla de disolven-
tes hexano:eter {75:25) haste extraer de forma txhaustivo 
los PCBs contenidos en estos homogenatos. 
Los mezclas de A-1254 y A-1260, se extraen en un opa-
rato Soxhlet con 100 ml de una mezcla de ocetono:hexano 
(60:40) durante seis horas. 
En todos los cosos, los extractos se desecan y con-
centron segun se ha descrito para los obtenidos a partir de 
los medias de cultivo. 
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4. PURIFICACION OE LOS EXTRACTOS 
Los extractos obtenidos mediante las tecnicas descri 
tas, requieren 1a eliminacion de una serie de sustancias, -
generolmente de naturoleza lipidico o terpenoide, correspo~ 
dientes a diversos productos del metabolismo fungico, acu-
mulados en las celulas y en el media durante el periodo de 
incubaci6n. Estas sustoncias se incorporan al disolvente 
utilizado en la extracci6n y no deben introducirse en los 
columnas cromatograficas porque disturban el proceso de el~ 
ci6n, estropeando rapidamente dichas columnos y al pasor al 
detector producen fuertes interferencias en la respuesta de 
este a los PCBs que se pretenden detector y cuantificar. 
Cuondo el contenido de los muestros en 1 Ipidos : es 
elevodo, el primer paso en el proceso de purificoci6n con-
siste en lo aplicaci6n de tecnicas de reporto entre disol-
ventes inmiscibles. En nuestro coso se han ensoyodo dos -
sistemas de disolventes: hexano-dimetilformamido, que fue 
descrito por Oe Foubert Maunder (1964) para la extrocci6n 
de insecticides orgonoclorodos y hexono-ocetonitrilo des-
crito por Onley y Mills (1962) con un ffn onalogo, pero con 
este ultimo se han obtenido extractos mas limpios y ma-
jores resultados en lo deteccion y cuontificaci6n de los 
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PCBs. 
Sin embargo, en lo moyor1o de las muestras estudia-
das, la pequeno proporci6n de impurezas presentes en los ex 
tractos, nos ha permitido prescindir generalmente de los 
metodos de reparto, por lo que se han utilizodo tecnicas 
basodas en la cromatograf{a de adsorci6n, como se describe 
a continuaci6n. 
Una columna de vidrio de 2 em de di6metro interne se 
rel1eno hasto una altura de 10 em con Florisil (un silica-
to mognesico sintetico) de 60-100 mallos, previamente acti-
vodo por calentomiento a 6502C durante dos horas y conser-
vodo a 1302C, cuidando que el empoquetamiento resulte apre-
tado y homogeneo. Sobre el adsorbente se deposito una capo 
de sulfato s6dico anhidro de 2 em de espesor, con objeto de 
asegurar la carencia de ogua del extrocto que se va a puri-
ficar. 
El extracto se anode cuantitativomente a lo columna 
en un volumen que no debe sobrepasor los 10 ml y el siste-
ma se eluye lentomente con 200 ml de hexano. El eluato re-
cogido se !leva a un vo1umen conveniente en un evaporador 
Kuderno-Danish con lo que quedan los extractos concentrodos 
en disposici6n de ser onolizodos por cromotograf1a gos-1{-
quido. 
63. 
A fin de minimizer las interferencios cromatogr6fi-
cas, todos los disolventes que se utilizan han de presen-
ter un elevado grodo de purezo, por lo que se someten a los 
tratomientos convenientes para oseguror unos disolventes -
sin respuesto olguno en el detector de capture electr6nica. 
El n-hexono se purifica por redestilaci6n sobre vi-
rutas de sodio recien cortodos, recogiendose lo frocci6n -
que destila a 692C (760 mm). 
El eter etflico, de colidod comerciol, se seca duran 
te diez d1as sobre cloruro calcico, a continuaci6n se trota 
con sodio en filamentos durante otros dos d1as y finolmente 
se destilo sobre virutos de sodio recien cortodas, recogie~ 
dose lo frocci6n que paso o 332C (760 mm). 
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5. DETERMINACION DE PCBs POR CROMATOGRAFIA GAS-LIQUIDO 
Se han utilizado dos tipos de cromot6grafo de la co-
sa Perkin-Elmer, el modelo F-11 y el 3920, ambos con detec-
tor de captura electronica provisto de electrodo concentrico 
y fuente de radiaci6n de Ni63 . Operondo en condiciones 6p-
timas de temperatura, voltaje y caudal de gas portador {"N), 
permite la detecci6n y cuantificaci6n sin error significa-
-12 tivo de cantidades de muestro del arden de 10 g. 
Se utilizaron columnas espirales de vidrio Pyrex, de 
2 m de longitud y 3 nvn de diametro interno. 
La composici6n de las fases estacionorias empleadas, 
as{ como los parametros operotorios, se esquemotizan en la 
Tabla I~ 
La columna designada como (I}, rellena con un bajo 
porcentaje de una fase de escosa polaridad, resuelve de for-
ma odecuada y con tiempos de retenci6n 6ptimos las senales 
correspondientes a los distintos compuestos que integron -
los mezclos de PCBs. 
La columna II, relleno con un porcentoje de cargo -
superior y conteniendo uno aprecioble proporci6n de lo fluor 
T A B L A I 
roses estacionarias y parametres operotorios utilizodos en el onalisis por C.G.L. 
Fase estacionario Temperatures 
% sobre soporte Soporte c. D. I. Caudal (N2 ) 
E-301 ( 1, 2%) (I) Chromosorb W-HP 160 180 200 40 m1/min 
80-100 mallas 
DC-200 ( 5%) Chromosorb W-HP 
QF-1 (7,5%) (I I) 80-100 mallas 200 210 220 60 ml/min 
C\ 
t./1 
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silicona QF-1 (fose de mayor poloridod), resulta de una 
eficacia muy superior a la 1 y se utiliza para la resolu-
ci6n de extractos de PCBs y los posibles metabolites pre-
sentes. 
Ninguno de los productos implicados en los analisis 
cromatograficos ofrece problemas de termolabilidad a las 
temperatures de trabajo utilizodas. 
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6. CUANTIFICACION DE PCBs 
Los extroctos problema, concentrados y puros,se in-
yectan alternodomente con los patrones -soluciones estandor 
de concentraci6n conocida-, realizondose la identificacion 
sobre la base de los tiempos de retenci6n. 
La determinaci6n cuantitativa se lleva a cabo por 
comparaci6n entre las areas de las senates problema y las 
de los patrones de concentroci6n conocida procurando siam-
pre la consecuci6n de picos de magnitud similar a fin de -
operar dentro de los morgenes de respuesta y de linearidad 
del detector previamente comprobados. 
El grado de conservaci6n de la composicion de una -
mezcla de PCBs despues de coda ensoyo microbiol6gico, se -
evaluo a troves del criterio del perfil cromotografico. Tal 
variaci6n se estima cuantitotivamente determinondo, en los 
cromatogramas de soluciones estandor, las relociones entre 
las superficies de todas las senales frente a uno prefijoda 
y comparandolas con los relaciones hom6logas calculadas so-
bre un cromatograma problema obtenido en identicos condicio 
nes. Dentro de dos cromatogromas correspondientes a dife-
rentes inyecciones de lo mismo soluci6n estondar, los co-
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cientes de las relaciones hom6logas se mantienen sensible-
mente constantes alrededor de la unidad {±0,03) cuando la 
magnitud de las deflexiones se montienen entre el 40 y el 
60% de lo escalo de registro. 
Comprobada lo conservaci6n del perfil cromatogr6fico, 
para la cuantificoci6n se considera como superficie signifi-
cative lo correspondiente a lo sumo de los cinco senoles 
mas relevontes del cromotograma en el coso de los Aroclores, 
y del pico unitario en el de los bifenilos policlorados in-
dividuoles. 
Los {ndices de recuperabilidod obtenidos a lo largo 
del proceso incluidas los operaciones cromatograficas, don 
por resultado una media del 95%, lo que do idea de la bon-
dad de la metodologia utilizada. 
7. ESTUDIO DE LA FRACCION LIPIOICA 
7 .1. EXTRACCION Y PURIFICAClr' . .J ::>E LIPIDOS 
El homogenate d·# ·;~Hulas obtenido. se somete a los 
correspondientes p· r .esos de extrocci6n. Se han ensayodo 
varies metodos ;; . .Jnsistentes en la extracci6n con mezclos de 
etano1:ben<''.r.rJ {1:4) (Kahane, 1963). etono1:dietil eter 1:1 
{Kahane f Regard, 1964) o una mezcla caliente de clorofor-
mo:me+ano1 2:1 (Letters, 1962). No obstante, el metoda 
ufilizado por Felch y crlaboradores (1957) consistente en 
la adici6n de clorofrr.no:metanol (2:1), con algunos modi-
ficaciones, como lr~ llevadas a cabo por Verbeck y Marinetti 
(1965), ha resul'rdo el mas id6neo en nuestro coso yo que es 
el que proporciona extracciones mas completes. 
La eY~raccion consiste basicomente en la adici6n de 
20 ml de ~~-onol al homogenate, la soluci6n se mantiene-
durante ~inco minutes o temperatura de ebullicion y trans-
currido est~ tiempo se onaden 40 ml de cloroformo, mantenie~ 
dose ia r.ezcla en ogitoci6n durante dos. horas a temperatura 
ambien~~; se filtro, se concentra a presion reducida hasta 
1/5 te su volumen, y con el fin de eliminar materi~les in-
solLoles y operor con un disolvente apolar m6s apropiado -
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para solubilizor ~J material lip:ldico, se transfiere el ex-
tracto a eter de petr&l~o mediante sucesivas concentracio-
nes a presion reducida, de~~ndo un volumen final de 50 ml. 
Un procedimiento muy usad~ para la eliminoci6n dP. -
contaminontes no lip{tlicos se bosa en el reporto de las S£ 
luciones etereas en oguo y soluciones o~idas sucesivomente 
(Folch et Ol 1951, 1957). Otros metodos incluyen la ad-
sorci6n en celulosa (Smith. 1954); dialisis (Sinclair, 1948), 
electroforesis de popel (Westley. 1954) y cromatograf{o de 
papel impregnado de acido sil!cico (Bre~enski, 1962). 
Excepto el procedimiento uttlizado por Folch y el 
USO de crornatogrof{a de pOpel impreg\OdO con acido silfci-
\ 
co, se ha comprobado la inefectividod \~ los otros metodos, 
yo que, unicamente consiguen la eliminact6n de aminoacidos. 
En nuestro trabojo se ha procedido a la purificoci6n 
del extrocto realizando, en primer lugar, sucesivos lavodos 
con agua destiloda a fin de eliminor productos solubles y 
o continuaci6n selav6cml0 ml de uno so:t,uci6n de ClNo ol 75% 
dos veces consecutivas. Por ultimo, se reunen los extroc-
tos secandolos sabre S04Na2 anhidro. 
Del extrocto obtenido se tomon dos fraccion~~. una -
de ellos para la determinacion de l{pidos totoles y c\:mte-
nido en f6sforo lip{dico y la otra para lo seporoci6n dP. 
las frocciones soponificable e insoponificoble . 
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7.2. DETERMINACION DE LIPIDOS TOTALES Y FOSFORO 
Una de las dos fracciones descritas en el opartado 
anterior se divide en dos subfracciones, uno de los cuales 
se lleva o sequedad, en atmosfera de Nitr6geno y se trons-
fiere a un desecodor de vocfo con pent6xido de f6sforo, don-
de mediante la aplicaci6n de presion reducida, se realiza la 
desecaci6n de l~s muestras hasto obtener un peso constonte 
para proceder a lo cuontificaci6n de lipidos totales. 
Entre lo abundonte metodologio disponible para la vo-
loraci6n de f6sforo, la determinacion segun el metoda de 
Fiske-Subbarow (1925), con modificociones mas o menos sig-
nificativos, constituye uno de los procedimientos m6s uti-
lizodos y ol que se ho dedicado una mayor atenci6r. 
El metodo se basa en una previa digesti6n y formaci6n 
del 6cido fosfomolibdico que es posteriormente reducido y 
determinodo espectrosc6picamente. 
Barlett (1958) mejor6 lo sensibilidad de dicho meto-
da, facilitando los an61isis multiples de fosforo total. 
Este metodo, est6 basado en la utilizocion del 
reactive del mismo nombre, que se pre para co-
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mo sigue: 
Fosfato monopot6sico •..... 0,5 mM (se onoden unas gotas 
de CHC13 ) 
Molibdato amonico 4,4 g. en 300 ml 
de H2o, se odicionan 14 ml de 
so4H2 y se 11eva a 1 litro con 
H2o destiloda. 
El ogente reductor se prepare disolviendo 30 g. de 
S04 HNa, 6 g de so3Na2 y 0,5 g de NH2c10H6so3 H .I/2 H2o en 
250 ml de H2o destilada, se deja reposar durante tres ho-
ros, se filtra y se guarda en refrigerodor, permaneciendo 
astable durante 6-8 semanas. 
Dawson (1960) senala, por otra porte, que la diges-
ti6n con 6cido perclorico al 70% do lugar a uno rapida oxi-
daci6n del material lipidico con liberoci6n cuantitativa de 
fosforo en forma de fosfato inorg6nico: cuando las contida-
des de materia organica son considerablemente elevadas, lo 
adici6n de unas gotas de molibdato om6nico oce1eran lo 
oxidacion. 
El procedimiento seguido fue el siguiente: 1o se-
gundo subfrocci6n mencionada mas arriba, se lleva a seque-
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dad en un tubo de vidrio que se enrasa previamente a 7 ml. 
anodiendose al residua 0,8 ml de acido percl6rico al 90%. 
A continuaci6n se !leva a cabo la digestion de la muestra 
calentandola directamente a la llama de un mechero hasta -
la total clarificacion de la soluci6n, con la precauci6n 
de que no se proyecte nado al exterior. Al digerido, una 
vez que se encuentra a temperatura ambiente, se le anode 
3 ml de H2o destilada, se neutralize con NaOH y se anode 
mas agua hasta completer 7 ml. 
Acto seguido se adicionan 0,5 ml de molibdato om6-
nico, se agita la mezcla durante unos segundos; se anaden 
a continuaci6n 0,4 ml del agente reductor, se agita de nue-
vo, y se deja reposar durante 20 m~ Por ultimo, se mide 
la absorbancia a 885 nm frente a un blanco y a un estandar 
constituido por una soluci6n acuosa de P04H2K. Tanto el 
blanco, como la soluci6n estandar no necesitan pasor por -
un tratamiento onalogo ol de las muestros, pero es preciso 
que sufran el proceso de la digestion. 
Para lo determinacion de la cantidad de fosforo con-
tenido en las muestras, es necesario realizar una recta de 
calibrodo obtenida con concentraciones de fosforo conocidas, 
y midiendo las absorbancios a que corresponden dichas con-
centraciones o 885 nm. Para ello se dispone en primer 
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lugor uno solucion estandar de 40 pM de P04H2K y a partir 
de esta se obtienen sucesivos diluciones que oscilan entre 
1 y 40 ~M; c~n los resultados obtenidos se trozo lo gr6fi-
co representada en la fig. 12. 
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Fig. 12. Recto de calibrado utilizodo en la determinacion 
de la concentraci6n del f6sforo existente en la 
fracci6n lip!dica de Saccharomyces cerevisiae. 
7.3. SEPARACION DE LAS FRACCIONES SAPONIFICABLE E 
INSAPONIFICABLE. 
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Para llevor a cabo lo seporaci6n de los frocciones 
saponificoble e insoponificab1e se efectua uno hidr6lisis 
acido o basica. La hidrolisis acida, realizoda con S04 H2 
2 N en so1uci6n metan6lico (Wells, 1965), es imprescindi-
ble para la ruptura del enlace acil-amido de los esfingo -
lipidos y por consiguiente para la obtenci6n de uno hidro-
lisis total del material lipidico. 
En el coso de los lipidos procedentes de levaduras, 
los proporciones de esfingolfpidos son practicamente despr~ 
ciobles (Reindel, 1940). Por esta raz6n, y por ser el me-
toda m6s empleado en la bibliograffa (Nevenze1, 1965) y 
Kates (1964), se opt6 por la hidr6lisis alcalina. Asi, el 
extracto se concentro a presion reducido hasta un volumen 
de 5 ml, odicionando a continuaci6n 10 volumenes de una 
solucion meton61ica de KOH 1 N al 80% y manteniendo esta 
mezcla a reflujo, en atmosfera inerte, durante dos horas. 
Uno vez transcurrido este tiempo, se deja enfriar la solu-
ci6n y se le incorpora 1 volumen de H2o destilado. 
Para lo seporocion de la frocci6n soponificoble de la 
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insoponificable se extrae con t volumen de eter de petr61eo 
y despues de repetir la operoci6n tres veces, se r.eunen los 
extractos, se lavon con t volumen de uno solucion acuosa 
0,5 N de KOH y se anode a la porci6n acuosa extro!da. Pos-
teriormente se reolizan sucesivos lovados con agua destilo-
do hosto pH neutro. 
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7.4. PURIFICACION DE LA FRACCION SAPONIFICABLE 
El material contenido en la fase acuosa esta consti 
tuido en su mayor parte por acidos grasos y posibles trozas 
de material insaponificoble. Para purificar esta fase se 
reolizan tres lavados con 50 ml de eter et11ico que extrae 
el insaponificable que puede haber quedado retenido. Lo 
posible formaci6n de emulsiones se obvia mediante adiciones 
sucesivas de ClH 1 N. 
Una vez eliminados los disolventes residuales ol bo-
no maria, se separan los acidos grasos acidulando la fase -
acuosa con so4H2 0,5 N, proceso que continua hasta la des-
aparici6n de los copos en suspension. Los 6cidos grasos 
son extra1dos con 100 ml de eter de petr61eo dos veces con 
secutivos. La fase eterea se lava varias veces con agua 
para eliminar la acidez y los extractos etereos se secon -
con sulfoto s6dico anhidro. Se evapora el disolvente en ro 
tavapor y el residua se seca en un desecador a vac1o sobre 
P 2o5 hasta pesada constonte. 
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7.4.1. METILACION DE LOS ACIDOS GRASOS EN EL EXTRACTO 
A partir de la revision realizada por Metcalfe (1966) 
el metodo mas generalizado para la cuantificaci6n de los 
6cidos grasos se basa en la formaci6n de sus esteres meti-
licos mediante el Trifluoruro de boro en metanol y posterior 
anolisis por cromatograffa gas-lfquido. 
Diferentes autores -Bottcher (1959), Shenk (1960) 
y Stoffel (1959)- han descrito diversos procedimientos pa-
ra la preparaci6n de esteres metilicos de acidos grasos co-
mo paso previo a su analisis cromatogrofico. Estos proce-
dimientos utilizan metanol anhidro y un ocido 0 bose como 
cotalizador. 
Aunque yo en 1940 Mitchell introdujo la utilizoci6n 
del reactivo de Trifluoruro de boro en soluci6n metan6lica 
para la esterificaci6n de ocidos carboxflicos, fue en 1966 
cuando Metcalfe y colaboradores comprobaron que los ocidos 
grasos se esterificaban por completo en dos minutos o tem-
peratura de ebullici6n y con un exceso de reactivo. 
Siguiendo el metodo de Metcalfe (1966), el extrocto 
se lleva a sequedod en atmosfera de Nitr6geno y acto segui-
do se anaden 2 ml de Trifloruro de boro en metanol. Lo 
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mezcla se introduce en un bono de agua hirviendo y se man-
tiene durante dos minutes, se deja enfriar y se prodece a 
la extracci6n de los esteres met11icos, para lo cuol se 
odicionan 4 ml de agua destilada y 2 ml de eter de petroleo, 
se ogito vigorosomente y se seporon ambos capos por decon-
taci6n, repitiendose el proceso dos veces mos. Reunidos -
lo:s extractos etereos, se lavon tres veces con agua dest i-
lada y se secan con so4Na2 durante dos minutos. El extrac 
to purificado contiene solamente los esteres metflicos de 
los 6cidos grasos que se encuentran yo en disposici6n de 
ser anolizados mediante cromatogroffa gos-lfquido. 
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7.4.2. CONDICIONES DE LA CROMATOGRAFIA GAS-LIQUIDO 
Se ha utilizodo.un aparato Perkin-Elmer, modelo F-11, 
con detector de ionizacion de llama y columnas de vidrio 
Pyrex de 2m de longitud y 3 mm de di6metro interne. 
Se ensayo el comportomiento de diferentes columnos 
que diferian en la fase estocionario y su porcentaje de car-
go; la columna rellena con 10% de succinato de etilenglicol 
sobre Chromosorb W-HP 80/100 mallas, ha proporcionado los -
mejores resultados. 
Los condiciones de trabajo fueron los siguientes: 
Temperatura de la columna: 859C para lo determinaci6n de 
acidos grasos de 6 a 12 6tomos de carbona, y 1352C para los 
de 12 a 20 otomos de carbona, temperatura del inyector: 2502C, 
gas portodor: N2 a un flujo de 47 ml/min. 
Se ensayoron diversos caudales de hidr6geno y aire 
suministrados al detector y se encontr6 que un aporte de -
70 ml/min de coda uno de los gases producio respuestas mas 
intensas dentro de los m6rgenes de baja concentraci6n de -
los acidos grosos con que se operabo. 
Una de las modificaciones introducidos para intentar 
la separacion de todos los acidos grasos a una mismo tempe-
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ratura fue la adici6n de acido fosf6rico en una proporci6n 
del 0,16% para oumentar lo poloridod de la fase. Los ren-
dimientos obtenidos por este procedimiento fueron poco sig-
nificativos y se obtienen majores resoluciones sin la odi-
ci6n del 6cido fosf6rico. Algunos outores (Moss, 1974), -
emplearon columnos de poco poloridod, como lo OV-1 o1 3%, 
pero al ser ensoyadas se obtenion cromotogromas de reso1u-
ci6n boja. 
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7.4.3. IDENTIFICACION Y DETERMINACION CUANTITATIVA DE LOS 
ACIDOS GRASOS 
Para la identificaci6n de los 6cidos grasos se sigui6 
el criterio bosado en los tiempos de retenci6n de sus esteres 
metilicos. 
Refiriendonos exclusivamente a los 6cidos que entron 
normolmente en la composici6n de lo fracci6n lipidica de lo 
levadura Saccharomyces cerevisioe, oparecen en el cromatogr~ 
ma en arden creciente de sus 6tomos de carbono y a su insot~ 
raci6n como est6 yo bien estoblecido en la cromotografia de 
gases de 6cidos grasos. 
En los cromotogromos obtenidos oparecen constotemen-
te senales que corresponden a 6cidos grasos de numero par de 
6tomos de carbona saturados y con uno sola insoturaci6n, des-
de c8 a c18 , siendo los insaturaciones los 6cidos palmito-
leico y oleico fundomentalmente. Aporecen otras inflexiones 
menos significotivos, coracterizada una como un 6cido impar, 
el c15 saturado, y otras menos importontes, cuyo coracteri-
zaci6n resulto muy inseguro. 
Como la obundante bibliograf{a que existe, senoia que 
la composici6n de la parte lip!dico del Socchoromyc~cerevi-
siae hasta ahora detectado, es relotivamente sencilla, no 
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aporeciendo 6cidos insaturodos, otros de cadeno impor o ro-
mificada, o con dcidos o grupos hidroxilo; se han despreci~ 
do las senoles del cromotogroma que presentobon inflexiones 
muy pequenos respecto a lo linea de bose. De otros scnoles 
algo mas significativas pero no identificadas se haro men-
ci6n de elias en los casas mas importantes. Por lo tonto, 
solo se tienen en cuenta las inflexiones mas representati-
ves que coinciden con los 6cidos grasos mas importontes y 
que parecen tener un mayor significado en lo biologic de -
la levaoura objeto de este trobojo, y que, desde un punto -
de vista comparative, doran mayor certeza al intento que se 
propane en este estudio respecto a los posibles inhibicio-
nes de la biosfntesis lipfdica. 
Las determinaciones cuontitativos se llevon a cabo 
comporondo, en los cromatogromas correspondientes a las 
muestros a volorar y a soluciones estandor de concentraci6n 
conocido, las 6reas de senales con identicos tiempos de re-
tenci6n. A fin de evitar posibles errores debidos a la 
falto de linearidod en la respuesto del detector, dicho 
comporaci6n se llevo a cabo entre senates de magnitud sensi 
blemente iguoles; la oplicaci6n de factores de correcci6n 
para coda 6cido graso es innecesaria, dado que la cuantifi-
caci6n se lleva a cabo comparando las senates problema con 
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las obtenidas de una soluci6n estondor inyectada inmediota-
mente, con la sola precaucion de conseguir una similitud en 
lo magnitud de las senates. 
El grodo de conservacion de lo composici6n de una 
mezcla de 6cidos grosos, se evolua a trav~s del criteria de 
la variaci6n del perfil cromotogr6fico, de igual forma que 
en el coso de la evaluacion de los PCBs. 
Constotada la conservaci6n del perfil cromatogrdfi-
co, para lo c~ontificaci6n de los acidos grosos se procede 
a lo comparoci6n de los dreos de coda senol problema con su 
patron correspondiente. 
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7.5. PURIFICACION DE LA FRACCION INSAPONIFICABLE 
El extrocto etereo descrito en el oportodo 7.3., 
que contiene lo fracci6n insaponificoble, se lava vorios 
veces con uno soluci6n de potasa 0,5 N, con el fin de eli-
minor trozas del material saponificable que pudiesen quedar 
en la fose org6nico y posteriormente se lava con ogua hosto 
eliminor la olcalinidod del media org6nico. 
Del extracto obtenido se separon los esteroles en 
forma de sus derivados digit6nidos (Longley, 1968) para lo 
cual se procede de la siguiente forma: 
Una vez reunidos todos los lavados, se evaporan o -
sequedod y el residua se disuelve en 10 ml de acetono-meta-
nol {1:1 v/v) y, acto seguido se adicionon 2,5 ml de uno g 
soluci6n de digitonino al 2% (w/v) en etonol al 80% (v/v), 
e inmediatamente despues, 2,5 ml de H2o destiloda (Sperry, 
1963). La soluci6n se mantiene durante la noche a tempera-
tura ambiente con el fin de conseguir la complete precipi-
taci6n de los digitonidos de esteroles. El precipitado se 
lava con sucesivos porciones de 8 ml de etanol 8~/o (v/v}, 
acetone de eter diet£lico (1:1 v/v) y eter diet{lico anhi-
dro evaporandose a sequedod en atm6sfero de Nitr6geno. La 
obtenci6n de los esteroles libres a partir de sus derivados 
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de digitonina tiene lugor mediante lo odici6n de 0,6 ml de 
piridina onhidro y posterior colentomiento durante 10 min. 
a 702C. Tronscurrido este tiempo, se anoden 6 ml de eter 
diet{lico anhidro y el precipitodo de digitonino se elimino 
por centrifugoci6n a 1.500 g durante 10 min. La soluci6n 
sobrenodonte, que contiene los esteroles libres, se trons-
fiere a un tuba de 50 ml . El precipit6do de digitonino s• 
lava tres veces consecutivas con ~ter dietflico (3 x 5 ml). 
La piridina se elimina colocando la soluci6n en un desecador 
a vac{o sabre so4 H2 durante 12 horos: transcurrido este -
tiempo se lleva el extrocto a sequedad y se redisuelve en 
un pequeno volumen de ~ter de petr6leo. 
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7.5.1. PREPARACION DE DERIVADOS DE ESTEROLES CONTENIOOS 
EN LOS EXTRACTOS 
Hasta 1960 las separaciones de esteroles por Croma-
tograffo gas-l{quido eran practicomente imposibles. La 
creencia de que compuestos de elevodo punto de ebullici6n 
a la presi6n atmosferica tenian unos tiempos de retenci6n -
excesivamente altos, no era del todo cierta, yo que, hablan 
do en terminos termodinamicos es lo energio libre de lo 
soluci6n, mas que el punto de ebullici6n, lo que determine 
el tiempo de eluci6n de un soluto. 
La descomposici6n de los esteroles, cuondo se troton 
a al tas tempe rat uras, esotro factor a. tener en cuento: e 1 mej or 
camino, para reducir tiempos de retencion y temperatures, es 
lo disminuci6n de la cantidod de fose -usando un soporte 
espec ialmente de sac t i vado- (Van den Heuve 1, 1960), siendo 
este metoda ampliamente aceptado hoy en dfa (Horning, 1963). 
El tiempo de retenci6n de un soluto en una fose no 
polar (SE-30) depende del peso molecular y configuraci6n 
del mmpuesto, por lo cual se utilizon para la separoci6n de 
esteroles y otros hidrocarburos ofines; pero cuando se em-
plea uno fose selective, la separaci6n depende mas de la 
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naturaleza del grupo funcional que de la configuracion. 
Polimeros de siloxano con grupos B-cianoetil (XE-60), mues-
tran una selectividad en la separacion de compuestos que 
difieran en el grupo funcional (Van den Heuvel, 1961). 
Pese a que la determinacion de los esteroles libres 
por cromatograf{o gos-liquido, utilizando una fase no selec-
tive de bajo porcentaje de cargo, (SE-30 al 1%), se ha de~ 
crito ampliamente en la bibliografia (Koto, 1975; Kato, 
1976) los resultados obtenidos par nosotros no han sido 
enteramente satisfactorios, yo que la resoluci6n cromatogr4 
fica era deficiente. Otros autores (Idler y Safe, 1972), 
experimentaron con los derivodos acetilados de los estero-
las, con el inconveniente de que oumenton los tiempos de re-
tenc i6n pero t ienen la gran ventaja de que permonecen inal·-
terodos durante tiempo indefinido. 
La formoci6n de trimetil silil eter derivodos de los 
esteroles extro{dos de los levoduras, ha conducido a majo-
res resultados, obteniendose una relacion tiempo de retenci6n/ 
temperatura del horno/resoluci6n de los picos, sumamente 
aceptoble. 
La preporacion de dichos derivados es una operaci6n 
sencillo, efectu6ndose de la siguiente forma: El extrocto 
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de los esteroles en eter de petroleo se evaporo a sequedod 
en atmosfera de Nitr6geno, a continuoci6n se adiciono 1 ml 
de uno mezcla formoda por N,N-dimetil formamido - hexometil 
disilozana y tetrametil clorosilano en una reloci6n 40:40:1 
(v/v) para una concentraci6n de 0,2 mg/ml de esterol, de-
j6ndolo reposar a 202C durante 45 minutos; se llevo a se-
quedad y se disuelve en un pequeno volumen (0,5 ml) de ci-
clohexono. Los trimetil silil eter derivados as{ preparodos 
est6n en disposici6n de ser determinados por C.G.L. 
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7.5.2. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS PARA LA IDENTIFICACION 
Y CUANTIFICACION DE LOS ESTEROLES 
La determinaci6n de los trimetil silil eteres de -
los esteroles se llev6 a cabo en un aparato Perkin-Elmer, 
modele 3920 8, con detector de ionizoci6n de llama, utili-
zando columnas de vidrio Pyrex, de 2 m de longitud y 3 mm 
de di6metro interno. 
Se ensayaron distintos tipos de fases estacionarias, 
variando a su vez el porcentaje de cargo de las mismos, sian-
do las columnas rellenas con XE-60 y SE-30, fases estocio-
narios de polaridod semejonte, las que condujeron a result~ 
dos mas sotisfactorios. Concretamente las mejores sepora-
ciones se consiguieron con la columna constitu{da por SE-30 
al 3% soportada en Chromosorb W-HP 80/100 mallos (Koto, 
1975- 1976). 
Los condiciones de trabajo para la columna de fase 
SE-30, fueron los siguientes: 
Temperatura de la columna: 2352C 
Temperatura del detector: 2352C 
Temperatura del inyector: 2502C 
Gas portador: N2 con un flujo de 60 ml/min. 
Hidrogeno: 40 ml/min. 
Aire: 80 ml/min. 
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En la fig. 13 se esquematiza el comportamiento de -
los columnos rellenas con 3% de SE-30 y con 1% de XE-60. 
La primera resuelve aceptablemente las senales correspon-
dientes a 5 esteroles, mientras que la segundo do lugar a 
un solopamiento entre 2 de ellas. 
La identificaci6n por C.G.L. de los esterol-deriva-
dos, result6 muy laboriosa debido a lo dificultod de encon-
trar patrones adecuodos; sin embargo, mediante la prepara-
cion de soluciones estandar de identidad conocido se pudie-
ron determiner con seguridad tres de las cinco senales que 
aparecen en los perfiles cromatogroficos de los extractos, 
concretamente las del escualeno, ergosterol y lanosterol, 
realizandose dicha identificacion por comparoci6n entre se-
nales de magnitud sensiblemente iguales, en dos columnas de 
1% de XE-60 y 3% de SE-30 coincidiendo en ambos casos los 
tiempos de retenci6n de los senoles de las muestras y de los 
patrones previomente preparados. La imposibilidad de con-
seguir patrones de pureza cromotogrofica, para lo identifi-
caci6n del resto de esteroles presentes en los extractos de 
los ascomicetos estudiados, dificulto sobremanera la iden-
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tificocion de los mismos. No obstante, se ha tenido en cuen 
to el estudio reolizado por Hunter (1971), sabre la composi-
cion de l{pidos en las levaduros, que identifica como este-
roles moyoritarios el ergosterol y el zimosterol, que ante-
riormente hob1an identificado Wieland (1942), Usden (1952) 
y Dulaney (1954), mientros que el lanosterol (Wieland, 1931) 
y el episterol ( Breivik, 1954), son componentes minorita-
rios. Los trabajos realizados por Longley et al. (1968), 
apuntan, sin embargo, como componente mayoritario el zimos-· 
terol siendo minoritorios los otros tres. Con estos premi-
sas y nuestros resultados se asumio que las otros dos se~o-
les correspondian al zimosterol y al episterol. Teniendo 
en cuenta los perfiles cromatogr6ficos facilitodos par lo 
bibliograf{a, as{ como los tiempos de retenci6n de estos -
compuestos (Kato, 1975; Longley, 1968; Buchenauer, 1977 y 
1978: Horning, 19630 y Satyaswaroop, 1977), se llego a 
la conclusi6n de que el arden de solido de los esteroles en 
la columna de SE-30 ~s el siguiente: zimosterol, episte-
rol, ergosterol y lanosterol; el: escuoleno con un tiempo de 
retenci6n m6s corto, eluye el primero. 
En la figura 13 se muestro el cromotograma corres-
pondiente a los esteroles procedentes de un extrocto de 
celulas de Saccharomyces cerevisiae. 
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Fig. 13. Perfil cromatogr6fico de los esteroles presentes 
en un extrocto de Saccharomyces cerevisioe. 
94. 
8. INFLUENCIA DE LOS PC8s EN ACTIVIDADES BASICAS DE 
Saccharomyces c~revisioe 
Los levoduras son organismos apropiados para el es-
tudio de los efectos de diferentes contaminantes ombientales 
sobre algunos procesos bioqu!micos en los que estan implico-
dos ciertos sistemas enzim6ticos. Se conoce por los troba-
jos de Yehida et ol (1974) que algunos hidrocorburos clo-
rodos como el hexoclorobenceno, retardon el proceso de lo -
fermentaci6n y alteron lo cinetico de lo formaci6n de etonol 
en el S, cerevisioe. 
Una inhibicion on6logo fue encontrada por Sing et ol 
(1977) ol experimentor con los insectfcidos orgonoclorados 
heptacloro, endrin, lindono y DDT. Otros ogentes contomi-
nontes como algunos insecticides de f6sforo, ejercen influe~ 
cia notable sabre la octividod catalasica de_ S. cerevisiae 
a troves de un proceso que disturba el metobolismo oxidotivo 
(Pocheka y Krolewska, 1977). 
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8.1. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD CATALASICA 
Se realizon cultivos de Saccharomyces cerevisiae en 
medic fermentable (Glucosa 1%) adicionandolos 25 y 50 ppm 
de Aroclor 1232 y 1254. Se seleccionoron dichas mezclas 
por ser la primera la que ejerce un mayor efecto sobre el 
metabolismo de las levaduras, mientras que lo segundo es lo 
que con mayor frecuencia se detecta en el onolisis residual 
de PCBs en sustratos biol6gicos; Hernandez (1976). 
Previamente a la determinaci6n de lo actividad cota-
16sica se trazo lo curva estondor que relociona el peso seco 
de las celulas con lo obsorboncio o 340 nm de una suspen-
si6n de las mismos. 
La determinaci6n de dicha octividad en las celulas 
cultivadas se lleva a cabo siguiendo lometodolog{a de 
Pocheka (1971), que bosicomente consiste en un doble lavodo 
con oguo destilado de los celulos, centrifugoci6n, resuspe~ 
si6n en oguo -siendo deseable lo obtenci6n de una concentro 
ci6n final de 1,5-2,5 mg de peso seco/ml- y tratomiento de 
uno alicuoto de la suspensi6n con cloroformo. 
La actividad catalosico se evaluo en la fase acuosa 
por metoda volumetricos; se ha ensayado el metoda de Von 
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Euler modificado por Sumner y Dounce (1955), cuya valo-
raci6n se efectua con permanganoto potasico, siendo este 
ultimo el que majores resultados ha dodo; discrepa en ello 
Bonnichsen et al (1947) que estiman que en el metoda de -
Von Euler, la destrucci6n de lo enzima por el aguo oxigena-
da origino alteraciones en los valores de la octividad. 
Asf pues, para la incuboci6n y valoraci6n de la en-
zima, siguiendo el metoda de Von Euler, se preparan los si-
guientes reactivos: H2o2 0,0067 M en tampon fosfato (PH~ 
6,8), H2so4 2 N y Mno4K2 0,005 N. 
A 50 ml de H2o2 0,01 N mantenidos a 02C, se anode 
1 ml de la fase acuosa que contiene la cataloso, se mezclo 
ropidamente y se toma unaolicuota de 5 ml que se tronsfie-
re a un vaso de precipitados que contiene 5 ml de so4H2 2N, 
con objeto de detener lo reocci6n. Posteriormente se taman 
otros alicuotas a 3, 6, 9 y 12 minutos, procediendose de -
la misma forma; finalmente, se valoro el resto de per6xido 
de hidr6geno, que no ha sufrido lo occi6n de lo cotolcsa, 
con permonganoto pot6sico 0,005 N, calculondo lo constonte 
K de 1o velocidad de la reocci6n, mediante la siguient~ 
expresi6n: 
K 
1 
t log 10 
A 
A-X 
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K constante de la velocidad de reacci6n 
t tiempo en minutos 
A mililitros de permonganato pot6sico que se han usado 
al tiempo cero 
A-X mililitros de Mn04K usados a los 3,6,9 y 12 min. 
Se traza una grdfica de los tiempos empleados fren-
te a la constante de la velocidod K. Los valores de K a 
tiempo cera se obtienen por extropolaci6n, siendo estos 
volores los que representan las unidades de catalasa a la 
dilucion empleoda en la medici6n, como se expone en los re-
sultados. 
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8.2. DETERMINACION DE LA CAPACIOAD FERMENTATIVA 
Con objeto de volorar la incidencia de los PCBs so-
bre la produccion de etanol por Saccharomyces cerevisiaet 
se reolizoron cultivos de la levoduro en medio fermentable 
adicionados de 50 ppm de los Aroclores 1242. 1248, 1254 y 
1260, y recogiendo la biomaso a los 44 horas de cultivo. 
Se utilizoron concentraciones de glucosa de 1% y 3% a 
fin de obtener un mayor porcentoje de etanol y facilitar 1a 
cuantificaci6n del mismo. La determinoci6n del etanol pro-
ducido se realize despu6s de separar lo levadura del medio 
ocuoso por centrifugoci6n. 
Se han ensoyodo dos metodos para determiner el oleo-
hol, uno enzimotico y otro f{sico. El metodo enzimatico 
se llev6 a cabo siguiendo la metodologfo empleada por 
Nathan et al (1955), que es una modificaci6n de la utiliz~ 
do por Bonnichsen et ol (1951), lo cual se bosa en la 
deshidrogenaci6n del etanol en presencia de NAD y de alco-
hol deshidrogenasa, determin6ndose en el espectro de U.V. 
o 340 nm el NADH formado. 
La alcohol deshidrogeriaso cotalizo lo siguiente 
reacci6n: 
alcohol deshidrogenasa 
NAD NADH 
+ CH3 - CHO + H 
Absorbe a 340 nm 
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La forma reducida del nucle6tido NADH muestro su rna 
ximo de absorbancia a 340 nm mientras que la forma oxidado 
NAD se extingue pr6cticamente a partir de 300 nm, como se 
observe en la fig. 14. 
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Fig. 14. Espectro de Absorci6n del NAD y NADH 
100. 
El procedimiento que se utiliz6 fue el siguiente: 
Se preporan los soluciones: 
A 800 Y de NAD (soot de pureza) disuel tas en tam-
p6n de PH = 9,2. 
B 0,8 mg/ml de alcohol deshidrogenasa en soluci6n 
tamp6n de PH = 9,2. 
La soluci6n tomp6n de PH 
composici6n: 
9,2 tiene la siguiente 
7 vo1umenes de glicoco1a 0,1 N en NaC1 0,1 N 
3 volumenes de NaOH 0,1 N 
1 vo1umen de soluci6n de semicarbacido (1,12 g de 
semicarbacida en 100 ml de NoOH 0,1 N). 
Previamente se traza uno curva patr6n empleando las 
siguientes concentraciones de etonol: 0,205; 0,411; 0,686 
y 1, 32 p. moles, as! como un blanco que llevo todos los 
reactivos menos el etanol. 
Las reocciones se efectuon directamente en los cube-
tas odicionondose los,reactivos en el siguiente orden: 
A la soluci6n de 800 Y de NAD se anode la soluci6n 
de etanol, que no debe exceder de I mi., el volumen se !le-
va a 3,2 ml con la soluci6n tomp6n y se procede a la lee-
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tura de la absorbancia a 340 mm., anodiendose posteriorme~ 
te 0,04 ml de la enzima alcohol deshidrogenasa, permanecie~ 
do 30 min. a temperatura ambiente; transcurrido este tiempo 
se vuelve a medir la absorbancia a 340 mm, obteniendose de 
esta forma la cantidad de NADH formado y consecuentemente 
la del etanol que hay en el media. 
El metoda f{sico consiste basicamente en la medida -
de uno constante del etonol, una vez extraido del medio me-
diante destilaci6n. Una vez seporadas las celulas del me-
dio de cultivo por centrifugoci6n y siguiendo el metodo 
utilizodo por Singh (1977), se destila lo fracci6n sobre-
nadante a una temperatura constonte de 782C, recogi~•dose 
un volumen total de 25 ml y determinondo el indica de re-
fracci~n a 252C en un refract6metro de inn.ersi6n ZEISS 
n2 51804. El porcentaje de alcohol correspondiente a las 
medidas de dicho Indice de refracci6n se determinan utili-
zando la tabla 43.023, de Official Methods of Analysis 
873-877 de Horwitz (1965). 
Ambos metodos se ensayaron en dos series de cultivos 
de levoduros reolizados porolelamante de identica forma y 
los resultados obtenidos estoban comprendidos dentro de los 
mismos !{mites de error permitidos, por lo que se decidi6 
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utilizor el metoda del 1ndice de refracci6n por su mayor 
simplicidad y rapidez. 
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8.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIOAD ALCOHOL DESHIOROGENASICA 
Los cultivos se reolizoron de monaro onaloga a lo 
descrito en el capitulo anterior, recogiendo los mismos 
despues de un desarrollo de 47 horos. 
Siguiendo el metoda descrito por Rocker (1955), el 
material biol6gico, separodo del medio mediante centrifuge-
cion, se deseca a temperatura ambiente durante cuotro dias: 
a continuoci6n sa homogenize en mortero con arena de cuor-
zo, se odiciona un volumen conveniente (20 ml) de solucion 
tampon 0,06 M de pirofosfato sodico de PH 8,5, montenien 
dose en constante agitaci6n durante 2 horos a 372C y 3 ho-
ras m6s a temperatura ombiente; tronscurrido este tiempo -
se separa lo levadura por centrifugoci6n a 8.000 rpm du-
rante 60 min. El sobrenadante se mantiene en bono de ogua 
a 552C durante 15 min., se centrifuge nuevamente para obte-
ner un liquido claro que se montiene a 02C durante uno no-
che. A continuacion se reoliza lo valoroci6n de lo enzima, 
basandose en lo obsorci6n del NADH a 340 mm, como se des-
cribe onteriormente. 
Los reoctivos utilizados fueron: etonol 3 M; piro-
fosfato s6dico 0,06 M de PH = 8,5 y NAD 0,0015 M. La 
reocci6n se efectua en cubetas de cuarzo, anodiendo los -
\'. 
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reoctivos en el siguiente orden: 2,2 ml de agua destiloda: 
0,5 ml de soluci6n tampon; 0.1 ml de etanol y 0,1 ml d6 
NAO. Los cubetas control contienen todos los reactivos 
excepto el sustroto. La primera medido de la obsorboncia 
a 340 mm se reoliza 15 seg. despues de la adici6n del sus-
trato, reolizandose con un intervale de 15 seg. coda una 
de los medidas posteriores. El incremento de la densidod 
6ptico en el intervolo de medida (60 seg.) se toma como 
la actividod enzimatica por minuto. 
III. RESULTADOS Y SU INTERPRETACION 
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1. INCIDENCIA DE Saccharomyces cerevisioe SOBRE MEZCLAS 
DE PCBs. 
El primer objetivo planteado, consisti6 en el estu-
dio de las posibles alteraciones en la estructuro de los 
PCBs otribu{bles a lo acci6n metabolico de. Saccharomyces 
cerevisiae. A tal fin, se dosificaron cultivos glucosados 
y etanolados de la levaduro con 25 ppm de los Aroclores 
1232, 1242, 1248, 1254 y 1260 con objeto de estimar cromat£ 
gr6ficamente las variociones de los perfiles cromotogr6fi-
cos correspondientes a soluciones estondar de los Aroclores 
y de los extroctos obtenidos de los celulos. 
En la figure 15 se comporon dos cromatogromas corre~ 
pondientes a una soluci6n patron de Aroclor 1254 con el ex-
tracto de un cultivo de S. cerevisioe ol que se ha incor-
porodo el mismo tipo de Aroclor. La patente identidad de 
las senales que integran los perfiles cromatograficos, per-
miten afirmar que dicho Aroclor no sufre tronsformaci6n ol-
guno que pueda ser otribu{ble a la acci6n de S. cerevisioe. 
Esto se ve confirmado por el hecho de que una vez conclu{-
do el per{odo de incuboci6n se recupero en proporciones ta-
les que, teniendo en cuento lo recuperabilidod yo constatodo 
-del orden del 90%- resulto rnuy semejante a la cantidad 
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adicionada. Se realizaron las mismas comporaciones con el 
resto de los Aroclores ensayados obteniendose resultados -
an6logos. Tan s6lo en los Aroclores menos clorodos, con 
senales de menor tiempo de retenci6n, se observo uno lige-
ro disminuci6n en el area de los picos del extracto, res-
pecto a las muestras patr6n. Este descenso no es debido o 
foctores de biodegrodabilidad, sino a perdidas habidas du-
rante las fases de extracci6n y purificaci6n, ya que estos 
senales corresponden a los compuestos mas volatiles de la 
mezcla. An6logos resultados se obtienen suplementando los 
cultivos con 50 ppm de los mismos Aroclores. 
Son frecuentes las referencias bibliogr&ficas ocerca 
de la estabilidad de estos compuestos a la acci6n metab6li-
ca de muchos seros vivos. Hernandez (1974, 1976) aporta 
ejemplos en un estudio llevodo o cabo con vorias especies 
faun!sticos. Por el contrario, otros autores (Moza, 1974 y 
Greb, 1975) demuestran que se producen ligeras transforma-
ciones en la moleculo de los PCBs -fundamentalmente hidro-
xilaciones- pero no se conoce hosto ahora que lo occi6n 
metab6Iica reolice tronsformaciones en estos compuestos, -
que nos permita hoblor de un verdodero proceso de degrado-
ci6n. 
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Fig. 15. Perfiles cromotograficos procedentes de soluciones estondor (izquierdo) y de un extrocto 
de celulos de S. cerevisiae incubodos con el mismo Aroclor (derecha) 
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2. INCIDENCIA DE Saccharomyces cerevisiae SOBRE PCBs 
INDIVIDUALES 
Con objeto de concretor si alguno de los componentes 
individuates de las mezclas de PCBs sufre algun tipo de 
decaimiento imputable a la occi6n metabolico de lo levodu-
ra, se adicionoron cuotro bifenilos tipicos de diverso gra-
do de cloroci6n a los cultivos de S. cerevisiae. Los bife-
nilos seleccionados lo fueron en funci6n de hoberse compro-
bado su metabolizaci6n por diferentes seres vivos; tal es 
el coso del 2,2'-diclorobifenilo por Veronica beccabunga 
(Moza, 1973) del 2,4'-diclorobifenilo y del 2,5,2'-tricl£ 
robifenilo par Macacus rhesus (Greb, 1973) y del 2,2',5,5'-
tetroclorobifenilo por rata y paloma (Hutzinger, 1972). 
Una vez sometidos los PCBs arriba citados o la -
occi6n de la levaduro se observa que en todos los experi-
mentos llevados a cabp no se comprueba transformaci6n alguna 
de los diferentes bifenilos policlorados ensayados. En efec 
to, los perfiles cromatograficos correspondientes a las so-
luciones patron de los PCBs utilizodos, no difieren cuali-
totivamente de los obtenidos de los extractos celulares de 
S. cerevisiae tanto en media fermentable como no fermentable. 
Ahoro bien, en este coso, las recuperabilidades obtenidas -
son cloramente inferiores a las observadas en el cap!tulo 
110. 
onter ior, con lo cual. podr !a pensorse en alg6n t ipo de trans for-
maci6n metabolica en los PCBs menos clorados, aunque es su-
momente probable que las perdidos ~eon debidos a procesos de 
volatilizoci6n y codestilaci6n hobidos durante las etopas 
de extracci6n, purificoci6n y analisis cromotogr6fico. de 
los compuestos estudiodos. dado que los bifenilos implica-
dos se recuperon en tanto mayor contidad cuanto mayor es su 
porcentaje de cloroci6n y manor su volatilidad. 
Ill. 
3. RESPUESTA DE Saccharomyces cerevisiae A LA PRESENCIA 
DE MEZCLAS DE PCBs 
Una vez constatada la incapacidad del S. cerevisiae 
para originar transformaciones en la estructura de las mez-
clas de PCBs, se ha intentado conocer la incidencia de di-
chos compuestos sabre el desarrollo de la levoduro, evoluan 
dose esta influencia en funci6n de la variaci6n del peso se-
co de la biomasa. 
En primer lugar se relaciono la biomasa producida por 
cultivos control con la que proporcionan cultivos trotados 
con SO ppm de los Aroclores 1232, 1242, 1248, 1254 y 1260, 
utilizandose en todos los casas medias fermentables. Los -
resultados obtenidos -recogidos en la f igura 16- ponen. de 
manifiesto una clara implicaci6n de los xenobi6ticos anadi-
dos en el desarrollo de S. cerevisiae, yo que en todos los 
casos los niveles de biomasa son inferiores a los que pro-
porcionan los cultivos control. Este decaimiento se corre-
laciona de forma inverse con el grodo de cloroci6n yo que 
el A-1232 es el que promueve un mayor descanso de la rna-
\"~1APlU!J:"-", 
sa celulor, mientros que el resto de los Aroclores -1260,~~~~~ 
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Fig. 16. Incidencio -estimodo en terminos de vorioci6n 
del peso seco de lo biomoso- de 50 ppm de di-
ferentes Aroclores sobre el desarrollo de S. 
cerevisiae en medio glucosodo al 1%. 
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1 1:1. 
que proporcionon los cultivos carentes de PCBs. 
Esto tendencio se pone yo de monifiesto desde las 
primeros horos de cultivo, y asr a las 15 horas de producen 
las maximas diferencias entre las distintas biomasos, pero 
estas se atenuan a medida que oumenta el tiempo de cultivo, 
de tal forma que llega a ser mfnima hacia el final de lo 
fase estocionaria. 
Se efectuaron ensoyos identicos introduciendo una uni 
co variacion, consistente en la sustituci6n de la glucose, -
como fuente de carbona, por etonol. Los resultados -expue~ 
tos en la figure 17- confirman la validez del razonamiento 
anterior con la unica e importante excepci6n de que los cul-
tivos odicionodos con los Aroclores 1254 y 1260 exceden en 
su crecimiento desde etapas precoces del desarrollo o los -
niveles olcanzados por los controles. Esta ligera estimulo-
ci6n del crecimiento no porece que puedo ser otribuido a una 
posible utilizaci6n de los PCBs como fuente carbonado por 
parte del microorganismo, como lo demuestra el hecho de la 
recuperaci6n -sin transformoci6n alguna- de los Aroclores, 
una vez conclu{do el periodo de incubacion. 
De la comparoci6n de las figures 16 y 17 surge 1o 
evidencia de que los cultivos que crecen en medias fermento-
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17. lncidencia -estimada en t~rminos de variaci6n 
del peso seco de la biomasa- de 50 ppm de di-
ferentes Aroclores sobre el desarrollo de S. 
cerevisiae en medio etanolado al 2%. 
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bles lo hacen a mayor velocidod que los que se encuentran 
en un medio no fermentable. Sin embargo, estos ultimos dan 
lugar a rendimientos superiores a aquellos, cuondo se corre 
lacionan los volores de biomoso obtenidos ol final de los -
respectivos per!odos de incubaci6n. 
Estoblecido el grodo de incidencio de los diferentes 
Aroclores, se suplementaron cultivos de S. cerevisioe con 
concentraciones crecientes (5, 10, 25 y 50 ppm) del que se 
hab1a revelado como mas activo. En lo figura 18 se trazan 
las rectos que resumen los valores encontrados y que parmi-
ten apoyar la evidencia de la inhibici6n en el crecimiento 
de lo biomasa, que es tonto mas intenso cuanto mayor es lo 
concentroci6n del xenobi6tico anodido, si bien lo inhibi-
ci6n no parece oumentar proporcionalmente con el incremento 
de lo concentraci6n • 
Determinada la incidencia de los diferentes Aroclores 
ensoyados porecio 16gico planteor la cuesti6n de si los xe-
nobi6ticos adicionodos promueven algun tipo de odaptoci6n 
del cultivo. Los trabajos reolizados a este respecto en es-
te loboratorio (Tejedor, 1977) opuntan hocia la inexis-
tencia de cambios mutacionoles por la presencia de estos -
contaminontes. Por otro parte, los resultados reflejados en 
116. 
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Fig. 18. Incidencia -estimada en terminos de varioci6n 
del peso seco de lo biomosa- de diferentes corr 
centraciones de Aroclor 1232 sobre el desarro-
llo de S. cerevisiae en medio etano1ado al 2%. 
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las groficas 16 y 17 demuestran que en las primeras etopas 
del crecimiento las diferencias entre los biomasas de los -
cultivos control y las adicionodas con PCBs son proporciona~ 
mente mayores a las que se constatan en la fase final del -
desarrollo, lo que induce a considerar la posibilidad de que 
se produzcon adoptaciones de tipo fisiologico, en los que c~ 
do celula, individualmente consideroda, en respuesta directa 
a la presencia en su entorno d~ un Qgente disturbador, sufre 
un cambia que focilita su supervivencio. 
Con el objeto de dar mayor opoyo a esta hip6tesis, se 
efectuaron cultivos de S. cerevisiae en media glucosado a 
los que sa adicionaron 5,10,25 y 50 ppm de Aroclor 1232, -
con la unica diferencia respecto a las experiencias yo de~ 
critas de que el in6culo de partido proviene de un cultivo 
que se ha desarrollodo en presencia de 50 ppm del misma Aro-
clor. La similitud entre los dinamicos de crecimiento ex-
puestas en la figura 16 y las recogidas en la figuro 19, po-
ne de monifiesto un comportomiento onalogo pese al distinto 
origen del inocula. 
A fin de discernir lo causa de la ligero estimuloci6n 
en el crecimiento, comproboda en los cultivos en media no -
fermentable odicionodo con los Aroclores 1254 y 1260, sa 
llevaron a cabo dos tipos de cultivos, unos identicos a los 
~~: .. 
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Fig. 19. Incidencia -estimada en terminos de voriaci6n del peso seco de la biomasa-
diferentes concentraciones de Aroclor 1232 sobre el desarrollo de celulas de 
s. cerevisiae; partiendo de un in6culo :"habituado" a la presencia del mismo 
xenobi6tico, en medio glucosodo ol 1%. 
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descritos y otros que difer1an en que los in6culos utiliza-
dos proced1an de sendos cultivos desorrollados en presencia 
de 50 ppm de los Aroclores mencionados. Los resultados ob-
tenidos de la adici6n de 50 ppm de A-1260 y resumidos en la 
figura 20, ponen de manifiesto la inexistencia de diferen-
cias significativas entre las biomasas procedentes de culti-
vos inoculados con celulas procedentes de in6culos distintos. 
Los resultados con A-1254 son enteramente an6logos. 
Por lo tanto, las masas celulares obtenidas de culti 
vos desarrollados a partir de in6culos "habituados" no difie-
ren significativamente de los que crecen a partir de celulas 
"no habituados" mostrando, en ambos cases, un comportamien-
to an6logo, aunque la levadura que se desarrollo en presencia 
de 50 ppm del Aroclor 1~60 presento niveles ligeromente su-
periores a los de sus correspondientes controles. 
Este comportamiento parece pues confirmor la hip6te-
sis de la adaptacion fisiologica 0 fenot{pica de coda celula 
frente al contaminante presente en su entorno. 
Para complementar el estudio de lo incidencio de los 
PCBs sobre la biomaso de S. cerevisioe se han correlacionado 
los porcentajes de inhibici6n producidos por 5, 10, 25 y 50 
ppm de A-1232 respecto a los controles, seleccionodo oquel 
,, 
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en virtud de ser el que mayores efectos t6xicos compo~ta -
(figura 21}. De las rectos obtenidas, cuyas ecuaciones se 
onotan, se deduce que lo 01 50 es mayor en el coso de los 
cultivos con fuente de carbono fermentable que en ousencia 
de esta. As{, en cultivos glucosodos la 0150 se estima 
en 47.9 ppm, y en cultivos etanolados se situa en torno a 
las 25 ppm. Asimismo, se ha intentado determiner las 0150 
en el resto de los Aroclores ensayados, pero los resultados 
obtenidos se situan a niveles de ppm muy superiores a los 
adicionados a los cultivos, por lo que corece de sentido 
hocer considerociones toxico16gicos por las desproporciones 
encontradas. 
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Incidencia -estimodo en terminos de voriaci6n del 
peso seco de la biomasa- de 50 ppm de Aroclor 
1260 sobre el desarrollo de celulas de S. cerevi-
sioe, portiendo de in6culos"habituados" y "no ho-
bituados" a la presencia del xenobi6tico, en medio 
etonolodo ol 2%. 
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Fig. 21. Correlociones dosis-respuesta en cultivos tra-
todos con Aroclor 1232. Coeficiente de corre-
laci6n 0,84 para cultivos glucosados al 1% y 
0,94 para los etanolodos ol 2%. 
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4. RESPUESTA DE Saccharomyces cerevisiae A LA PRESEN-
CIA DE PCBs INDIVIOUALES. 
Continuando la pauta seguida en el capitulo anterior, 
lo respuesto de la levadura a la odici6n de PCBs individua-
tes se evolua en terminos de variaci6n de biomasa. 
Los PCBs utilizados, -en concentraciones de 25 ppm 
todas ellos- fueron 2,2'-Jiclorobifenilo; 2,4'--dicloro-
bifenilo; 2,5,2'-triclorobifenilo y 2,5,2',5'-tetrocloro-
bifenilo, que designomos A, 8, C y 0 respectivamente, -
originan los efectos que es factible observor en la figuro 
22. De su observoci6n se deduce que dos de los componen-
tes ensayodos, -los designados A y C- estimulan ligero-
mente el crecimiento de biomaso, pero el efecto es tan pe-
queno que no serfa err6neo estimar como poco perceptible la 
incidencia de dichos compuestos en el desarrollo de S. 
cerevisiae, dodo lo exiguo de las diferencias de biomosa. 
Por otro parte, el compuesto 0 do lugar a una exoltaci6n 
de lo biomasa formada que se estima del orden del 20%. 
Sin embargo, el compuesto B promueve una significa-
tive inhibici6n en el crecimiento de lo biomasa, evoluondo-
se en torno al 12% respecto a la proporcionoda por los cul-
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Fig. 22. Incidencia de 25 ppm de diferentes compuestos individuales de PCBs sobre el 
desarrollo de s. eerevisiae en medio etanolado al 2 ro. 
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tivos control. En todos los casos las determinaciones se 
realizan uno vez que han conclufdo los periodos de incuba-
ci6n. No es sorprendente el hecho de que el bifenilo tri-
clorado - C no comporte oscilaciones dr6sticos de la bioma 
sa, yo que ello se correlaciona con lo expuesto en anterio-
res capitulos en el sentido de que los PCBs mas clorados -
son los que menores efectos ocasionon. Resulto significotl 
vo, por el controrio, el hecho de que los bifenilos di~loro­
dos el A y el B, que solo difieren en lo posicion de un 
otomo de cloro, incidon de forma ton distinto en el compor-
tomiento de S. cerevisiae, yo que el primero se revelo ino-
cuo para el desarrollo del ascomiceto, mientros que el se-
gundo conllevo un opreciable descenso de la biomasa. 
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5. ACUMULACION DE PCBs EN Saccharomyces cerevisiae 
Profundizando en el estudio de la incidencio de los 
PCBs sobre S. cerevisiae, vamos a referirnos ahora al pro-
ceso de acumulaci6n de los contaminantes que est6n siendo 
investigados, por parte de la levadura. 
En primer lugar, se ha constatado en todos los co-
sos la existencia de un proceso de acumulaci6n, yo que al -
termino de los per!odos de incubaci6n el xenobi6tico ana-
dido practicamente ha desaparecido de los medios de culti-
vo, estando todo el incorporado a bs celulas de s. cerevisiae. 
En la figuro 23, se recoge la evoluci6n del proceso de acu-
mulaci6n en medias no fermentables (2% de etanol) a los que 
se han adicionado 5, 10, 25 y 50 ppm de los Aroclores 1232, 
1242 y 1248. Como se observo, existe uno ocumulaci6n prefe-
renciol del Aroclor 1232 respecto a los otros dos tipos de 
contominantes ensayados, es decir, existe una correlacion ~· 
entre concentroci6n en lo levoduro y disminuci6n del pcrce~ 
taje de cloraci6n del PCBs. Tambien merece destocarse el 
hecho de que en valores absolutos, los niveles de PCBs en -
los celulos de la levadura en los primeros etopos de lo vi-
do del cultivo, son superiores a los que se olcanzon ol fi-
nol de lo fose estacionorio, lo cual debe interpretorse en 
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Fig. 23. Relaci6n,en funcion del tiempo, entre niveles 
de diferentes Aroclores onodidos ol medio ini-
ciolmente y los encontrodos en lo biomoso 
(medio etonolodo ol 2%). 
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el sentido de que el xenobi6tico es acumulado ropidamente 
por la biomaso en crecimiento en las ·primeros horas del -
desarrollo, mientras que en los horas finales, el Aroclor 
yo incorporado, practieamente en su totalidod, se reparte 
en toda la biomosa, ol $er los valores de esta crecientes. 
Es importonte resenar lo elevada capacidad de concentraci6n 
que presento el Aroclor 1232 en los etapos precoces del cr~ 
cimiento, que logicomente e$ tanto mas o~usado cuonto mayor 
es el contominante onodido. 
As£ pues, el proceso de ocumuloci6n depende en primer 
lugar de la edod del cultivo (todos los valores proporciond-
dos por cualquier Aroclcr a cualquier concentraci6n son su-
periores a los 47 horos que a los 12 horos) y en segundo 
t'rmino del tipo de Aroclor adicionodo. 
En ld figuro 24 se comparon los histogromas corres-
pondientes a los va1ores reoles y a los volores medios de 
xenobi6tico ocumulado por mg de biomaso que se desprenden de 
lo adici6n de 5, 10, 25 y 50 ppm de los Aroclores 1232 y 
1248 a un cu1tivo en medio fermentable. Nuevamente se cons-
toto lo reloci6n existente entre ocumuloci6n y clorocion del 
PCB de forma que el menos clorodo es el que mas se ocumulo. 
Asimismo es foctible comprobor que las concentrociones de 5, 
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Fig. 24. Comparaci6n entre los niveles reales y medios 
de Aroclor 1232 y 1248 acumulodos por S. cere-
visiae,resultontes de la presencia de diferen-
tes concentrociones de los xenobi6ticos en me-
dios glucosados al 1%. 
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10, y 25 ppm comportan niveles inferiores a los te6ricos, 
mientros que, en otros casos la odici6n de 50 ppm se tradu 
ce en niveles de acumuloci6n superiores a los que se espe-
raban. Es pues posible ofirmar que a la concentroci6n m6s 
elevado el xenobi6tico se acumula en los ce1ulos de S. 
cerevisioe a mas alto nivel que a concentrociones inferiore•s. 
En los figuros 25 y 26 se trazan los rectos que se -
obtienen despues de relocionor las concentraciones inicio-
les del xenobi6tico odicionado ol medio con los ppm de-
tectodos en lo biomoso ol final de los medios de cultivo. 
Se deduce que, confirmondo lo expuesto, el Aroclor 1232 
es el que se acumulo mds intensomente, existiendo uno nota-· 
ble diferencio respecto ol resto de los Aroclores ensoya-
dos. Sin embargo, cuando las concentrociones !niciales -
son bojos (5 ppm) todos los Aroclores'son concentrados a 
niveles sensiblemente equivalentes: a partir de 10 y 25 ppm1 
comienzan a establecerse sustonciales diferencios que son-
maximas cuondo la contidad de xenobi6tico anodido es de 50 
ppm. Merece destocorse, osimismo, el hecho de que el pro-
ceso de ocumuloci6n es significotivamente m6s intenso en -
los cosos en que el medio es fermentable que cuando no lo e$. 
Con objeto de poner de manifiesto las diferencias 
encontrodos, se determin6 el foetor de bioconcentraci6n de 
aooo 
'd 
II) 
0 
E 
0 
m 
(Jt 
aJ 
0 
n. 
en 
::J 
300 
5 10 25 
131. 
A 1232 
y::::-1138·'l07x 
A 1242 
y=-246,9 .. 83,1x 
A 1248 
Y=- 31,9. 67.3 
50 pprn iniciales 
Fig. 25. Relacion entre ppm inicioles onadidas ol medio 
y ppm detectodas en lo biomosa de S. cerevi-
sioe, desarrollodo en presencia de diferentes 
Aroclores en media glucosado ol 1%. Coeficientes 
de correlocion: 0,97; 0,98 y 0,99 para los Aro-
clores 1232, 1242 y 1248 respectivamente. 
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Fig. 26. Relaci6n entre ppm iniciales anadidas al media 
y ppm detectadas en la biomosa de S. cerevisioe, 
desarrollado en presencia de diferentes Aroclo-
res en media etonolado al 2%. Coeficiente de -
correlaci6n: 0,99: 0,97 y 0,99 para loa Aroc1o-
res ·1232, 1242 y 1248 respectivamente. 
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los diferentes Aroclores, a las distintas concentraciones 
utilizadas, en cultivos llevados a cabo en media no fermen-
table. Los resultados, recogidos en la Tabla II, confir-
man lo yo expuesto, en el sentido de que el Aroclor 1232 
es el que mas se acumula durante todo el tiempo de cultivo, 
pero si bien a las 47 horas parece clara la influencio del 
grado de cloraci6n, a las 112 h~as las diferencias se han 
hecho m1nimas, posiblemente por el efecto de diluci6n de -
los contominantes en la biomasa en crecimiento, en funci6n 
del tiempo. 
Es necesario destacor por ultimo la incidencio de la 
concentraci6n del Aroclor empleado en el proceso de biocon-
centroci6n, de forma que moyores niveles de xenobi6tico 
adicionado comportan volores superiores de contominante acu 
mulado. 
134. 
T A 8 l A II 
Factores de bioconcehtrocion de los diferentes Aroclores, 
en medio etonolodo ol 2% 
Foctores de 
Concentroci6n en bioconcentraci6n 
Aroclor &1 medio (ppm) 47 horas 112 horos 
1232 5 28,3 15,0 
1232 10 50,9 11,6 
1232 25 148,2 20,8 
1232 50 214,8 21,5 
1242 5 20,4 8,3 
1242 10 38,8 9,0 
1242 25 41,1 9,2 
1242 50 30,0 14,0 
1248 5 19,4 6,8 
1248 10 27,0 8.7 
1246 25 20,0 9,6 
1248 50 38,0 7,0 
1254 5 31,8 10,8 
1254 10 40,4 11,1 
1254 25 48,8 11,6 
1254 50 102,7 14,6 
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6. NATURALEZA DE LOS PROCESOS DE ACUMULACION DE LOS 
PCBs EN Saccharomyces cerevisiae. 
La naturaleza del proceso de acumulacion comporta 
dos tipos de mecanismos a troves de los cuales pueden co~ 
centrarse los PCBs en la levadura, uno que vendria deter-
minado por procesos pasivos de adsorcion a lo superficie 
celulor y reporto oguo/l!pidos celulares, y un segundo 
mecanisme por tronsporte activo, que implica un aporte 
energetico por parte de lo celula. 
Se llevoron a cabo series de cultivos en medio fer-
mentable y se detuvieron estes a las 52 heros por esterili 
zaci6n y muerte de las celulas. Los medics que contienen 
los celulas muertas se dosificaron con 5, 10 y 25 ppm de 
Aroclor 1242, monteniendo el contacto durante 16, 22 y 40 
heros. Uno vez transcurrido este tiempo se determin6 la 
concentraci6n de xenobi6tico por mg de biomosa en coda uno 
de los cosos. Paralelamente se efectuaron cultivos de 
levoduro con el mismo Aroclor y a las mismas concentracio 
nes, reolizondo uno de las tomas a las 52 horas con obje-
to de que coincide la edad de este cultivo con la de los 
correspondientes a las celulas muertas. Los resultados 
obtenidos respecto a lo cantidad de xenobi6tico ocumulado 
136. 
en ambos casas se recogen en la Tabla III. Qued6 yo sen-
tado el proceso de acumulaci6n de los PCBs por las c~lulas 
vivos de S. cereviside. En dicho proceso, en el coso de -
celulas muertos, se oprecia que la cantidad de xenobi6tico 
ocumulodo no depende del tiempo que dichas c61ulos permane-
cen en contacto con el mismo y que los niveles de ocumula-
ci6n son andlogos a los alcanzados por el microorganismo 
vivo a las 52 horas de cultivo, por lo que se deduce que -
dicho nivel se olcanza independientemente de que se trote 
de celulos vivos o muertas. Esto se ve apoyado por los re-
sultados que se reflejan en la figuro 27 ol relocionor lo -
ocumuloci6n relative (expresada en ~g/g de biomaso) en-
controda en coda coso con un !ndice I que resulta de mul-
tiplicar el porcentaje de cloraci6n de coda Aroclor por su 
concentroci6n en el media. Esta correloci6n;tanto en media 
fermentable como no fermentable, pone de monifiesto que las 
concentrociones detectodos (cuando todos los cultivos se 
encuentron en los proximidades del m6ximo de biomasa y los 
niveles de bioconcentracion de xenobiotico se han estobili-
zado) se hallan lineolmente correlacionadas con el indice 
"I" {grado de significocion superior al 99%). 
A la vista de estos resultados no parece que existo 
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T A B L A III 
Niveles de ocumuloci6n del A-1242,a diferentes concan-
traciones iniciales y tiempos de cultivo,en celulos vivos 
y muertas de S. cerevisiae en medio no fermentable. 
(Etanol 2%) 
Edod cultivo 
(horos) 
40 
40 
40 
52 
52 
52 
76 
76 
76 
Concentrociones 
iniciales en el 
media (ppm) 
5 
10 
25 
5 
10 
25 
5 
10 
25 
Concentrociones en la 
biomasa (ppm) 
131,4 
200,18 
807,20 
49,62 
298,54 
629,76 
17,4 
130,14 
325,96 
~·r .:.:. ,.. .. 
T A 8 L A III (continuoci6n) 
-------
N-iveles de acumuloci6n del A-1242, a diferentes concentrociones inicioles y tiempos de 
cultivo, en celulas vivos y muertas de S. cerevisiae en medio no fermentable. (Etanol 2%) 
Edad cultivo Concentraciones iniciales Tiempo de contacto Concentraciones en 
(horos) en el medio (ppm) (horos) la biomasa (ppm) 
52 5 16 74,02 
52 10 16 260,09 
52 25 16 626,55 
52 5 22 88,72 
52 10 22 280,31 
52 25 22 661,71 
52 5 40 17,4 
52 10 40 130,14 
52 25 40 325,96 
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Fig. 27. Reloci6n entre ocumuloci6n relotivo (~g/PCB/g 
biomoso) e {ndice I en celulas de S. cerevisioe 
cultivadas en medio glucosodoy etonolado. Coe-
ficiente de correloci6n en ambos cosos 0,99. 
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contribucion manifiesta de un mecanisme metabolicamente -
activo en el proceso de bioconcentrocion y si parece opro-
piodo otribuirlo unicomente a los mecanismo posivos consto-
tados. Se trotaro ahara de onolizor lo oportoci6n tonto de 
lo simple adsorci6n a las paredes celulores como de los me-
canismos de reporto agua/1£pidos celulares, procesos ambos 
implicados en los meconismos pasivos de occeso a la celula 
de los PCBs. 
Para cuantificor lo contidod de Aroclor odsorbido se 
realizoron series de cultivos en 220 ml de medio liquido no 
fermentable, suplementado con 5 y 25 ppm de A-1242 y A-1260 
y una vez separados los celulas del medio por centrifugo-
ci6n, se lavon a temperatura ambiente y con agitaci6n cuo-
tro veces consecutivos con 25 ml de H2o destilodo coda una, 
por un tiempo total de dos horos, con lo cual debe separor-
se o desorberse uno porte o el total de lo frocci6n del xeno-
bi6tico concentrado por adsorci6n (Voerman, 1969). Los di-
ferencias entre los contidodes de PCBs encontradas despues 
de someter los celulas ol proceso descrito se recogen en la 
Tabla IV, y de su observaci6n se desprende que la contribu-
ci6n debida a la odsorci6n en el proceso acumulativo de los 
PCBs representa un promedio colculado alrededor del 20%, si 
bien debe considerorse que el porcentaje de Aroclor desor-
T A B L A IV 
Cantidades de Aroc1or acumuladas en celu1as 1avadas y sin laver de S •. cerevisioe en cu1tivos con 
Concentroci6n Edod 
en el medio cultivo 
Aroclor incial (ppm) (horos) 
Control 0 48 
1242 5 II 
1260 5 " 
Control 0 48 
1242 25 
" 
1260 25 11 
Control 0 92 
1242 5 II 
1260 5 
" 
Control 0 92 
1242 25 11 
1260 25 
" 
medios etanolados o1 2% 
Celu1as sin laver 
Biomasa Aroc1or 
(ing) ocumu1odo (ppm) 
150,8 
152,3 221,7 
154,9 207,4 
150,8 
152,9 1472,7 
156,1 2295,4 
341,1 
353,6 104,39 
346,8 145,8 
341,1 
384,9 607,2 
367,1 1036,0 
Celulas lovadas 
Biomosa Aroclor 
(mg) retenido (ppm) 
136,3 186,9 
129,8 165,5 
140,3 1260,0 
140,2 1670,0 
343,4 81,0 
331,2 98,9 
347,7 525,9 
335,5 727,5 
Desorb ida 
% 
14,8 
20,2 
12,2 
27,2 
19,5 
32,2 
13,3 
29,8 
~ 
::. 
Is 
.. 
. 
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bido aumenta con el grado de cloroci6n del mismo, disminu-
yendo ol aumentor la concentraci6n del xenobi6tico anadido 
al media. 
Por otro parte, en los trabajos de Tejedor (1977), 
realizados en este mismo loboratorio, se demostr6 que en los 
cultivos en medio l{quido de 5. cerevisiae, dosificados con 
distintas concentrociones de varios Aroclores, los concen-
traciones de estos holladas en el material biol6gico y en -
el medio, despues de alconzado el equilibrio,satisfacen con 
un significative grado de ojuste la ecuaci6n de Freundlich. 
Los resultados encontrados son altamente coherentes 
con la hip6tesis de que en el proceso de bioconcentracion de 
los PCBs, el coeficiente de reparto agua/11pidos eonstituye 
otro factor de importante significoci6n -coincidiendo en 
ello con lo idea opuntada por Urey (1976)- y es probable-
mente por ello que, dada lo elevoda lipof{lio de los PCBs 
en general, no existan diferencias detectobles en la acumu-
laci6n de los distintos componentes de un Aroclor determi-
nado, como se vi6 en el cap{tulo anterior. 
~ 
r.-· 
'ii·. 
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7. INCIDENCIA DE LOS PCBs SOBRE LA FRACCION LIPIDICA 
DE Saccharomyces cerevisiae. 
Puesta de manifiesto la influencia de los PCBs en el 
desarrollo de la biomasa de S. cerevisiae, se estudi6 la -
posible variaci6n de la fracci6n lip{dica en funci6n de la 
presencia de dicho xenobi6tico, dado que dicha fracci6n li-
p{dica es porte integronte de la biomasa. 
En primer lugar, se llevaron a cabo cultivos control 
-sin adici6n de xenobi6tico- en medios fermentable y no fer-
mentable, efectuandose diferentes medidas a lo largo de todo 
el periodo de incubaci6n; los resultados,resumidos en lo 
figura 28, permiten deducir que el contenido total de lipi-
dos aumenta con el tiempo, manteniendo una cierta onalogia 
con las curvas obtenidas para el crecimiento de la biomosa. 
En los primeras horas de cultivo, los niveles de 11pidos de-
tectodos en medio fermentable son ligeromente superiores a 
los obtenidos en medio no fermentable, igualdndose ambos a! 
rededor de los 65 horas de cultivo (momenta en el que la -
levodura en medio glucosado se encuentro en lo fase de decoi 
miento y en medio etonolado en la fase de crecimiento ex-
ponencial). A partir de este momenta el contenido de la 
fracci6n lip{dica en medio no fermentable se incrementa pau-
> ~;. c ·~~t;-<. . ;:-.$'ft; ,., _, . ' ...., < . ' 
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Fig. 29. Evoluci6n de los niveles de l!pidos totales, en funci6n del tiempo,en medioe 
glucosados y etanolados. 
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lotinomente, llegondo o sera los 100 horos de cultivo un 
4rylo superior al de los cultivos glucosados. Sin duda, in-
fluyen las distintas fuentes de carbona, y correlativomen-
te,el que ambos cultivos se encuentran en diferentes etopos 
del desarrollo. 
Asimismo, se ha determinodo el porcentoje de l{pidos 
respecto a la biomasa total; los niveles encontrados repr~ 
senton un 15% del paso seco de la mosa celulor, lo que coin-
cide bosicamente con los datos aportados por Rouser (1967). 
En las Tables :v y VIse recogen los resultados ob-
tenidos en cuanto ol contenido de lipidos de la levoduro.-
evaluodos en los cultivos control y trotodos con 50 ppm de 
los Aroclores 1232, 1242, 1248, 1254 y 1260, en medio fer-
mentable y no fermentable. En los figuras 29 y 30 se re-
presentan dichos resultados. La comparaci6n permite cons-
toter la similitud existente con los resultados obtenidos -
en el coso de la biomasa en presencia de los distintos Aro-
clores. Asi, se pone de manifiesto que en media fermenta-
ble la cantidad de l{pidos detectados en cultivos supleme~ 
tados con xenobi6tico es siempre inferior a los cultivos 
control, siendo el A-1232, seguido del A-1242, el que de-
prime, de manera mas significative, los niveles de lfpidos 
' . 
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totales; el A-1248, que en los primeras horos de cultivo 
presenta una inhibici6n m{nima, se va acentuando d lo lor-
go del per{odo de incubaci6n para llegar al final a un 
grodo de inhibici6n anologo al A-1232 y A-1242, ounque 
siempre por debojo de estos. Al igual que en el coso del 
desorrollo.de lo biomasa,el A-1254 y A-1260 son los que 
producen uno inhibici6n menos significative, obteni~ndose 
unos niveles de l{pidos similares ol control, aunque infe-
riores a este. En el coso de los cultivos en medio fermen-
table, los resultados siguen siendo muy semejontes a los 
obtenidos con respecto ol crecimiento de lo biomoso de los 
levoduras, yo que desde los primeras etapas del cultivo, -
los Aroclores 1248, 1254 y 1260, y precisamente por dste 
orden, superon los niveles olcanzodos por el control; es 
decir, porece que estimulon -aunque no significativamente-
la s{ntesis de l{pidos por las celulos de lo levodura, mie~ 
tras que los Aroclores 1232 y 1242 ocasionan uno depresi6n 
de los mismos, aunque en manor grado que en el coso onte•·ior. 
En consecuencio, en medio fermentable todos los Aro-
clores deprimen los niveles de l{pidos totales, mientros 
que en medio no fermentable, los Aroclores 1248, 1254 y -
1260 producen uno ligera estimulaci6n ~in que se detecten 
efectos muy significotivos en el in;:remento de los l!pidos, 
T A 8 L A V 
Contenido lipidico en mg de cultivos de S. cerevisiae 
odicionados con 50 ppm de diferentes Aroclores en medio 
glucosodo a1 1~. 
147. 
Aroclor Tiempo de cultivo L:lpidos totales ~ Lfpidos 
{horos) {mg) Biomasa total 
Control 15 9,42 6,33 
1232 15 4,16 4,13 
1242 15 6,83 5,13 
1248 15 9,29 6,05 
1254 15 9, 70 5,96 
1260 15 9,20 5,54 
Control 22 16,03 7,28 
1232 22 10,82 5,66 
1242 22 12,30 6,00 
1248 22 15,50 7,09 
1254 22 14,00 6,23 
1260 22 14,50 6,53 
Control 28 22,54 7,68 
1232 28 16,07 6,53 
1242 28 18,00 6,72 
1248 28 18,50 6,20 
1254 28 21,10 7,14 
1260 28 21,50 7,44 
Control 40 22,74 8,00 
1232 40 19,80 7,22 
1242 40 20,10 6,93 
1248 40 20,30 6,91 
1254 40 21' 40 7,48 
1260 40 21,50 9,59 
148. 
T A B L A VI 
. ~.~: ; 
Contenido li~!dico en mg de cultivos de s. cerevisiae 
adicionodos con 50 ppm de los·diferentes Aroclores en me-
dio etanolado al 2%. 
·f.-... 
Aroclor Tiempo de cultivo L!pidos totales % L{pidos 
{horas) (mg) Biomaso total 
Control 46 7,58 6,76 
1232 46 
1242 46 6,41 7,12 
1248 46 10,29 6,53 
1254 46 10,36 6,67 
;;:, 1260 
f 
46 10,55 7,50 
Control 70 26,86 11,29 
1232 70 
1242 70 26,17 10,20 
1248 70 35,59 11,64 
J ' 1254 70 29,73 10,02 f;· 
1260 70 32,04 10,68 
,._ 
'.:. Control 94 44,50 10,64 
1232 94 40;05 12,28 
1242 94 42,18 10,24 
1248 94 
1254 94 52,74 12,16 
1260 94 46,73 9,53 
Control 142 73,00 15,81 
1232 142 71,30 14,57 
1242 142 72,69 15,85 
1248 142 82,94 16,95 
:L 1254 142 80,63 16,67 
; 1260 142 78,35 15,94 
-1· 
Fig. 29. 
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lo cual esta de ocuerdo con lo encontrodo en lo interacci6n 
de los mismos PCBs en la sintesis lipidica en E. Coli 
(Greer, 1974}yan elefecto,poco significative estodistico-
mente, que el tratamiento • ~on PCBs "in vivo" produce. S£ 
bre lo actividod de cuotro enzimas microsomales responsables 
de la biosintesis de lfpidos en higado de rates (Holub, 
1975). 
Determinadas las cantidodes de lipidos totales, se -
juzg6 de interes evaluar la influencia porticularizada que 
sabre los fosfolipidos ejercen dichos bifenilos policlorodos, 
dadOlo relaci6n de arden estructurol de estes compuestos en 
el contexto celular. Se llev6 a cabo valorondo lo niveles 
de fosforo en la frocci6n lip{dica, habida cuento su inter-
reloci6n con los fosfol{pidos existentes. 
La vorioci6n de los niveles de fosforo en media fer-
mentable y no fermentable, a lo largo del per{odo de incuba-
ci6n en cultivos control, se resume en la figure 31, don-
de se refleja que, de un modo muy similar en ambos casas, 
los volores m6ximos se registron en los primeros etapas de 
cultivo, tendiendo groduolmente a alcanzor un nivel de esto-
bilizoci6n a medido que aumenta el numero de horos de culti-
vo y, par consiguiente, lo biomasa.siendo los niveles de 
152. 
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fosfol{pidos superiores en media glucosado durante los pri-
meras horos de cultivo, igualandose olrededor de las 70 ho-
ras y superiores hacia las 100 horos en el medio no fermen-
table. 
En la Tabla VII se muestron los resultados obtenidos 
en dos series de cultivos en medios con glucose y etanol, 
ambos en presencia de A-1254, los cuoles quedan reflejados 
en la figure 32. Se puede observer la incidencia del Aro-
clor a diferentes concentrociones iniciales de 10, 25 y 50 
ppm, poniendose de manifiesto la depresion ocasionada por 
el xenobi6tico en todas las etapas de cultivo de una manera 
regular y en orden creciente a lo concentracion del mismo, 
olconzondo los menores niveles con 50 ppm de A-1254 tanto 
en medio glucosado como etanolado. 
~~.....·. 
~-
!··,;· 
/·' 
154. 
T A 8 L A VII 
Niveles de f6sforo (~moles) por mg de l{pidos, encontrodos 
en los celulos de s. cerevisioe odicionodos con diferentes 
concentrociones de Aroclor 1254 en medio g1ucosodo y eta-
no1odo. 
Medio de 
Cul tivo 
Glucoso 
1% 
Etonol 
2% 
Concent roc ion 
Aroc1or (ppm) 
0 
10 
25 
50 
0 
10 
25 
50 
0 
10 
25 
50 
0 
10 
25 
50 
0 
10 
25 
50 
0 
10 
25 
50 
Edod Cu1tivo moles p 
(horos) mg l{pidos 
14 82,52 
.. 77,21 
" 
76,50 
" 
75,02 
22 64,52 
It 62,51 
It 62,03 
" 60,15 
44 . 52,13 
" 51,80 
" 
5G,52 
" 
49,89 
44 39.92 
It 44,83 
" 
38,21 
It 36,19 
70 22,18 
" 
32,37 
" 
21,50 
" 
18,86 
110 11,00 
" 
" 9,64 
" 
8,22 
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Fig. 32. Evolucion de los niveles de fosforo, en funci6n del tiempo, en cultivos 
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tes concentrociones de Aroclor 1254. 
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7.1. INCIOENCIA DE LOS PCBs SOBRE LOS ACIDQS GRASOS 
INTEGRANTES DE LA FRACCION SAPONIFICABLE 
156. 
Prosiguiendo el estudio de la fracci6n lip{dica de 
S. cerevisiae se evalu6 la subfracci6n saponificable, reo-
lizandose el analisis cualitativo y cuantitativo de los 
&cidos grasos integrontes de dicho subfrocci6n. 
En lo determinacion cromotografica de los ocidos gro-
sos se pusieron de monifiesto los yo descritos en lo bibli£ 
grofio, como componentes de los l{pidos de lo ievadura ob-
jeto de este estudio {Hunter, 1971). El ocido graso moyo-
ritario encontrado es el palmitol&ico ( c16 : 1 ), seguido 
por el oleico (c18 : 1 }, palm{tico (c16 ), mir£stico (c14), 
este6rico (c18 ), 16urico (c12 ), c6prico (c10), copr{-
lico (C8 ), miristoleico (c14 : 1 ) y el n-pentodecan6ico 
(c 15 ), ordenados en orden decreciente segun su contribuci6n 
a lo totalidad. En la figuro 33, se recogen en forma de 
histogramas lo participocion porcentual de coda dcido groso 
a la totalidad de los integrontes de lo fracci6n lip{dica. 
Como yo se ha comentado en el cap{tulo correspondien-
te de la parte experimental, la cuantificaci6n de los 6ci-
dos grasos minoritarios, como el c8 , c 14 :l y c 15 plante6 
1.9.8 •!. 2B.1 °fo 
n n 
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Fig. 33. Porticipaci6n porcentual de coda 6cido graso 
a la totalidod de los integrantes de la froc-
ci6n lipidico de S. cerevisiae. 
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series dificultades y los resultados que se obtuvieron es-
tabon afectados par un error sistematico, por lo que, dado 
que en nuestro coso lo que se intentoba era estudiar la in-
cidencia cuantitativa:de los PCBs en lo bios{ntesis general 
de 11pidos de la levadura, porticulorizondola a sus acidos 
grosos fundamentales, se decidi6 tener en cuenta solo los 
componentes mayoritarios y oquellos que por su interes no 
ofrecieron dificultad en su cuantificaci6n. Por lo tonto, 
los resultados que se exponen eston bosodos en la voriocion 
cuantitotiva de los ocidos grasos c10, c12 • c 14 , C16 , c16 :l 
Siguiendo lo misma pauto que en los cop{tulos ante-
riores se llevoron a cabo las experiencias yo descritas para 
cuantificor lo incidencia de los PCBs en funcion de lo 
concentroci6n y el grodo de cloroci6n. En los Tablas VIII 
IX , se recogen los resultados obtenidos de los diferentes 
6cidos grosos en cultivos adicionados con 10, 25 y 50 ppm 
de Aroclor 1254 en medias fermentable y no fermentable. En 
las figures 34 y 35 se representon groficomente dichos 
resultados. 
La observaci6n de ambos figures pone de manifiesto -
que, la dinomico incidente de los PCBs sobre la bios!ntesis 
T A 8 L A VIII 
Niveles de acidos grasos (~g/mg) encontrodos en los celulas de S. cerevisioe odicionados con 
diferentes concentrociones de A-1254 
Concentroci6n Tiempo de Cultivo 
(ppm) (heros) 
Control 14 
10 II 
25 
" 
50 II 
Control 22 
10 II 
25 II 
50 
" 
Control 44 
10 ,, 
25 II 
50 ,, 
en medio glucosado al 1%. 
Acidos grosos 
c1o c12 cl4 
-- -- --
0,23 0,38 0,67 
0,20 0,25 0,53 
0,15 0,23 0,51 
0,12 0!21 0,43 
0,31 0,42 0, 79 
0,30 0,39 0, 70 
0,25 0,33 0,67 
0,22 0,32 0,63 
0,38 0,56 0,88 
0, 36 0,54 0,82 
0,34 0,48 0, 79 
0,33 0, 44 0,73 
p.g/mg 
cl6 c16:1 
-- --
2,73 14,05 
2,40 13,02 
2,31 12,14 
2,30 9,88 
3,64 16,19 
3,42 14,05 
3,21 13,33 
3,11 11,93 
4,22 16,81 
4' 14 14,81 
4,07 14,21 
4,03 13,01 
cl8:1 
4,61 
3,83 
3,39 
2,12 
5,67 
4,93 
4,35 
3,46 
6,01 
3,85 
51,20 
4,40 
~ 
Ul 
'>0 
...... :~~~· 
T A B L A IX 
Niveles de aeidos grasos (fg/mg) encontrodos en las celulas de S. cerevisioe odicionadas 
con diferentes concentrociones de A-1254 en medio etanolodo 2%. 
Concentraci6n 
(ppm) 
Control 
10 
25 
50 
Control 
10 
25 
50 
Control 
10 
25 
so 
Tiempo de Cultivo 
(horas) 
44 
II 
" 
It 
70 
" 
II 
II 
110 
" 
n .7.· 
" 
c10 
0,27 
0,28 
0,28 
0,28 
0,51 
0,51 
0,58 
0,65 
0,69 
0,68 
0,78 
0,82 
Acidos grasos ~g/mg 
c12 cl4 cl6 
0,83 1,02 3,51 
0,83 1,02 3,58 
0,84 1,02 3,83 
0,84 1,02 3,98 
1,32 1,74 6,89 
1,32. 1,80 6,89 
1,40 1,83 6,98 
1,48 1,86 7,06 
1,48 1,86 7,21 
.1 ,51 1,82 7,38 
·1,59 1,84 7,26 
1,64 1,89 7,28 
cl6:1 
9, 2'1 
9,31 
9,61 
9,91 
22,61 
22,62 
22,65 
22,71 
22,80 
22,40 
22,20 
22,20 
clB:l 
3,86 
3,96 
4,06 
4,15 
9,69 
9,69 
9,74 
9,82 
9,91 
9,22 
9,65 
9,78 
.... 
0\ 
0 
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de acidos grasos es semejonte a la que acontece en el coso 
yo considerado de los Iipidos totales, en el sentido de que 
lo respuesta al xenobi6tico viene en gran medido condiciona-
da por la naturaleza de la fuente de corbono disponible en 
el medio de cultivo. Efectivamente, en medio con fuente de 
carbona fermentable (glucosa 1%) la biosintesis de los 
6cidos grasos es m6s rdpida en las primeras horas de culti-
vo, promoviendo un acelerado desarrollo de los misMos; la 
ligero depresi6n de los niveles de los 6cidos grasos, que se 
incrementa al aumentor la concentracion del PCBs respecto -
al control, se hace notar a lo largo de todo el periodo de -
incuboci6n. Por el controrio, en medios con fuentes de car-
bono no fermentable (etanol 2%) si bien no se observe un 
aumento tan rapido -a las 44 heros de cultivo, en medio gl~ 
cosado, el porcentaje de acidos grasos respecto al peso seco, 
es de un 3,5%, mientras que en media etanolado es de un 
2%-, ocaban por proporcionar un mayor contenido de 6cidos 
grasos, llegando a ser un 4,5% del peso seco de la levadura. 
La incorporoci6n del xenobi6tico a este medio de incubaci6n 
parece provocar un ligero efecto estimulatorio, que se refle-
ja en un oumento de los niveles de 6cidos grasos, el cual se 
ve incrementodo con lo concentroci6n del PCB. 
Los volores obtenidos de lo cuantificaci6n de los 
"'-'t;.( ·~~··.-,.' :·!'· 
.j.\'o:t......... . 
·~:-
i.: 
!...''...,· 
~ 
mg 
40 
20 
tO 20 30 
________________ ._ ----------
control 
10 ppm 
25 .. 
50 " 
~0 horas 
Fig. 34. Evoluei6n de los niveles totcles de los 6cidos grcsos eonsidercdos, en funeion 
del tiempo, cdicioncdos con concentrcciones crecientes de Aroclor 1254. Lc 
evoluci6n se estima en ~g de acidos grcsos por mg de biomcsa. .... 0\ 
N 
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~ 
mg 
30 
----control 
----10 ppm 
-·-·- 25 
20 
50 coo 110 horus 
Fig. 35. Evoluci6n de los niveles totales de los acidos 
grasos considerados, en funci6n del tiempo, en 
cultivos etanolados, odicionados con concentro-
ciones creciente de Aroclor 1254. La evalua-
ci6n se estimo en ~g de acidos grosos por mg 
de biomoso. 
6cidos grosos procedentes de cultivos odicionodos con Aro-
clores de diferentes grodos de cloraci6n, a uno concentro-
ci6n de 50 ppm, se recogen en las Tablos X (medic fermen-
164. 
table) y XI (medio no fermentable) y se representan en 
los graficos 36 y 37 respectivamente. Considerondo en pri 
mer lugar lo sumo de los ocidos grosos que aston siendo ob-
jeto de escrutinio, se observe que, en medio glucosado (fig. 
36), todos los Aroclores ejercen efectos inhibitorios, ho-
ciendolo en tanto mayor grado cuanto m9nor es su porcentoje 
de cloracion. Sin embargo, en medios con fuentes de carbono 
no fermentables (fig. 37), unicamente los Aroclores 1232, 
1242 y 1248 ejercen efectos depresores a lo largo de todas 
las etapas de cultivo: por el controrio, los Aroclores 1254 
y 1260 cau~an un ligero efecto estimulante. En ambos casos 
se compruebo que tanto los efectos inhibitorios .como los es-
timulontes son mas intensos en las primeros horas de lo vida 
de los cultivos,aminorandose los diferencios a medido que 
dichos cultivos evolucionon hocia la fase final de su desa-
rrollo. 
. La bios!ntesis de los 6cidos grosos no saturados 
de las levoduras, se realize a partir de sus correspondien-
tes anologos de cadena saturada, Schoenheimer (1930). Este 
proceso difiere, segun Green (1968), del encontrado en 
algunos bacterias en el que el doble enlace se forma duran-
te el proceso de alargomiento de las codenas. Con el f{n -
de diferencior lo posible incidencia de los PCBs en el meca 
T A B L A X 
Niveles de acidos grasos ( ~ g/mg} encontrados en las celulas de s. cerevisiae adicionadas 
con 50 ppm de los diferentes Aroclores en medio glucosado al 1%. 
Acidos grasos JJ.g/mg 
Aroclor Tiempo de cultivo 
c1o c12 cl4 c16 c16:1 clS:l (horas) 
--
Control 15 0,20 0,30 0,77 3,50 13,04 7,79 
1232 
" 
0,15 0,24 0,71 3,03 7,31 4,40 
1242 n 0,16 0,23 0, 72 3,21 10,00 5,82 
1248 It 0,16 0,25 0,70 3,31 11,62 6,61 
1254 
" 
0,18 0,25 0,72 3,31 11,30 6,63 
1260 II 0,19 0,25 0, 76 3,40 12,39 7,11 
Control 22 0,27 0,35 0,86 3,89 14,60 8,58 
1232 It 0,22 0,31 0,76 3,45 10,81 6,19 
1242 " 0,25 0,32 0,81 3,62 11,68 6,46 
1248 
" 0,26 0,32 0,84 3,65 12,60 7,44 
1254 
" 0,27 0,32 0,83 3,71 12,54 7,05 
1260 
" 
0,26 0,35 0,84 3,75 12,86 6,71 
...... 
(]\ 
V1 
;'.;/('' .. 
TAB LA X (continuoci6n) 
Niveles de acidos grosos { eg/mg) encontrodos en las celulos de s. cerevisioe odicionodos 
con 50 ppm de los diferentes Aroclores en medio glueosado al 1%. 
Aroelor Tiempo de cultivo 
Acidos grasos p.g/mg 
(horos) c10 c12 c14 cl6 cl6:1 c1a:1 
- - --- --- ---
Control 28 0,31 0,44 0.96 4,46 15,78 8,90 
1232 " 0,29 0,40 0,89 4,03 12,37 7,57 
1242 " 0,31 0,42 0,91 4,20 13,86 7,54 
1248 " 0,30 0,43 0,91 4,32 15,29 9,09 
1254 II 0,31 0,44 0,94 4,45 15,71 8,74 
1260 It 0,32 0,44 0,95 4,43 15,97 8,35 
Control 44 0,33 0,46 0,99 4,58 16,46 9,58 
1232 " 0,30 0,43 0,91 4,23 14,12 9,18 
1242 " 0,31 0,43 0,93 4,25 15,51 8,75 
1248 " 0,31 0,44 0,93 4,28 15,31 9,84 
1254 n 0,32" 0,45 0,97 4,33 15,74 9,66 
1260 " 0,31 Ot46 0,94 4,32 15,75 9,96 
... 
0\ ()I 
T A 8 L A XI 
Nive1es de ocidos grosos (}J.g/mg) encontrodos en los celulos de S. cerevisioe odicionodos 
con 50 ppm de los diferentes Aroclores en medio etonolodo al 2%. 
Aroclor Tiempo de cultivo 
Acidos grasos p.g/mg 
(heros) c1o c12 cl4 cl6 c16:1 c18:l 
--
Control 46 0,20 0,34 0,83 3,79 14,26 8,48 
1232 II 0,19 0,31 0,80 3,75 12,01 7' 19 
1242 " 0,20 0,32 0,81 3,77 12,90 7,60 
1248 
" 
0,20 0,33 0,81 3,79 13,58 8,12 
1254 " 0,21 0,33 0,81 3,92 14,03 8,42 
1260 " 0,22 0,35 0,84 4,04 14,30 8,35 
Control 70 0,25 0,36 0,<;5 4,61 16,30 9,24 
1232 
" 
0,24 0,33 0,93 4,48 15,20 8,C5 
1242 ,, 0,23 0,34 0,92 4,53 15,71 8,75 
1248 II 0,25 0,35 0,94 4,54 16' 19 9,13 
1254 ll 0,24 0,36 0,95 4', 70 16,45 9,36 
1260 
" 
0,26 0,36 0,97 4,60 16,38 9,34 
,_. 
0\ 
~ 
·~ 
·'f:-"'···" 
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T A 8 L A XI (continuoci6n} 
Niveles de acidos grasos (~g/mg) encontrados en las c~lu!as de S. cerevisiae, adicionodos 
con 50 ppm de los diferentes Aroclores en medio etonolado a1 2%. 
Aroc1or Tiempo de cu1tivo 
Acidos grosos p.g/mg 
(horos) c1o c12 c14 · cl6 cl6:1 cl8:l 
-
Control 94 0,35 0,48 1,02 5,20 17,73 10,03 
1232 " 0,31 0,43 0,99 5,02 16,90 8,52 
1242 
" 
0,33 0,42 0,97 5,13 17,30 9,51 
1248 
" 
0,34. 0,47 0,92 5,21 17,50 9,93 
1254 
" 0,38 0,49 1,io 5,23 17,80 10,09 
1260 
" 
0,39 0,46 1,05 5,21 17,98 10,23 
Control 142 0,40 0,48 1.09 5,31 19,00 10,20 
1232 ,, 0,38 0,41 1,05 5,36 18,03 9,57 
1242 
" 0,39 0,45 1,10 5,30 18,80 9,70 
1248 " 0,40 0,48 1,07 5,33 18,93 10,12 
1254 
" 0,43 0,50 1,16 5,26 19,12 10,20 
1260 II 0,44 0,47 1,21 5,28 19,20 10,21 
~ 
0\.• 
Q) 
. 
,, ., 
ug 
mg 
25 
20 
20 
C'Qntrol 
A-12 60 
A-1254 
---- ~A-t2i.2 
A-1248 
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Fig. 36. Evolucion de los niveles totoles de los 6cidos grosos considerodos, en funci6n 
del tiempo, en cultivos glucosodos odicionodos con 50 ppm de diferentes Aro-
clores. La evoluci6n se estima en ~g de 6cidos ~roses por mg de biomoso. 
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Fig. 37. Evolucion de los niveles totoles de los ocidos grasos considerodos, en funci6n 
del tiempo, en cu.ltivos atonolodos odicionodos con 50 ppm de diferentes Aroclores. 
La evoluci6n se estimo en ~9 de aeidos grosos por mg de biomasa. 
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nismo biosintetico de los 6cidos grasos, se dividieron es-
tos en dos grupos; uno de ellos que reune los 6cidos de 
cadena saturada (c10 , c12 , c 14 y c 16 ) y el otro los que 
tienen una insaturaci6n en su cadena (c16 :l y c 18 : 1 ). En 
los figuras 38 y 39 se representan las diferencias encon-
trados en medios fermentobles y no fermentables de ambos -
grupos, y con objeto de observar la evolucion de 6cido gra-
so mayoritorio (c16 : 1 ), el cual supone el 50% del total, 
se ha representado en lo figura 40 la influencia que sa-
bre la biosintesis del mismo ejercen los PCBs. 
De la observaci6n de dichos figures se desprende que 
los PCBs deprimen muy levemente la biosintesis de los 6ci 
dos grasos saturados, apreciandose una inhibicion media 
del 10% respecto al control (excepci6n hecha de los Aro-
clores 1254 y 1260 en medias etanolados), mientras que 
en los insoturados es donde se aprecia una notable influen-
cia de los xenobi6ticos, alcanzando un porcentaje de inhi-
bici6n maxima de 56% durante las primeras horas de culti-
vo. Los trobajos realizados por Bloomfield y Bloch (1958, 
1960) y los posteriores de Hunter y Rose (1971), muestran 
la necesidad de ox{geno molecular en la s{ntesis de 6cidos 
grasos insaturados, dado que la formoci6n del doble enlace 
es un proceso oxidative y no una deshidrogenoci6n y aunque 
~ 
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Evoluci6n de los niveles de los 6cidos grasos 
insaturados (parte superior) y de los 6cidos -
grasos saturados (parte inferior), en funci6n 
del tiempo, en cultivos glucosados, odicionados 
con 50 ppm de diferentes Aroclores. La evoluci6n 
se estima en ~g de 6cidos grasos por mg de 
biomasa. 
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• saturodos (parte superior) y de los insoturo-
dos (porte inferior), en funci6n del tiempo, en 
cultivos etanolados, odicionodos con 50 ppm de 
diferentes Aroclores. La evoluci6n se estima en 
~g de ocidos grasos por meg de biomaso. 
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la carencia de ox1geno molecular afecta a todo el proceso 
biosintetico de los acidos grasos, es en la formaci6n de -
los insaturados donde es estrictamente necesario. En efec 
to, como se puede apreciar en los figures 38 y 39, son 
los Aroclores 1232 y 1242 los que ocasionan un decaimien-
to mayor de los niveles de los acidos palmitoleico y olei-
co; la incidencia del Aroclor 1248 es mucho menos singni-
ficativo, m1entras que la de los Aroclores 1254 y 1260 es 
nula. 
De los expuesto podr1a deducirse que los PCBs deben 
intervenir en los procesos donde la utilizaci6n de oxigeno 
molecular es imprescindible e insustitu1ble por otros acep-
tores de electrone~ lo cual est6 de acuerdo con los trobajos 
realizados anteriormente en nuestro laboratorio por TeJedor 
(1977), en el sentido de que los PCBs menos clorados son 
los que en mayor medida bloquean la octividad tronsportodo-
ra de electrones -al menos porcialmente- a nivel de olgun 
eslab6n de los comprendidos entre el citocromo b y el oxige-
no molecular. 
176. 
7.2. INCIDENCIA DE LOS PCBs SOBRE LOS ESTEROLES INTEGRANTES 
DE LA SUBFRACCION INSAPONIFICABLE 
E1 resto de lo fracci6n insoponificoble de lo fracci6n 
lip!dico constitu{do fundomentolmente por compues~ con es-
tructuro de ciclopentono perhidrofenantreno, plante6 cier-
tos dificultades de tipo onal{tico que, resueltas de lo for-
rna descrito en e1 capitulo de Materiales y Metodos, permi-
ti6 la correcta identiflcaci&n mediante cromatogrof{a gas-
l!quido, de las sena1es correspondientes al escualeno (pre-
cursor de los estero1es), lanosterol y ergosterol. La asig-
noci6n de las restantes senoles, debido a lo corencio de pa-
trones adecuados, fue hecho en bose a los tiempos de reten-
cion, comporando los perfiles cromotogroficos existentes en 
lo bibliogrof{o (Yamaguchi, 1970; Longley, 1968), con los -
obtenidos por nosotros, de esto forma fueron identificodos 
el zimosterol y episterol. 
En ld figuro 41 se ~ecogen los hiveles detectodos de 
escuoleno y ergosterol en cultivos glucosados ol 1% y dosi-
ficados con 50 ppm de los Aroc1ores 1232, 1242, 1254 y 1260. 
Los determinociones fueron efectuados en lo fose exponenciol 
de crecimiento (23 horas) y en el final de lo fose estocio-
noria (47 horos)~ La observoci6n de lo citada grofica per-
"'-•. 't.J· 
: ~-::.·~~(:; 
pg 
50 
Fig. 
pg 132 
50 
23 
A-1260 
A-1254 
control 
A-1232 
horas 
177. 
41. Evo1uci6n de los niveles de escuoleno (izquier-
do) y ergosterol (derecho), en funci6n del 
tiempo, en cultivos glucosodos adicionados con 
50 ppm de diferentes Aroclores. 
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mite ofirmor que en el coso del escuoleno todos los culti-
vos dosificodos con los diferentes Aroclores presenton nive-
les superior es -a lo largo de todo el per{odo de tiempo 
considerodo- a los de cultivo control. Esta elevaci6n de 
los contidades es tanto mayor cuonto manor es el porcentaje 
de cloraci6n del Aroclor utilizado y particularmente inten-
se en el coso del 1232; as{, en la fase logar!tmica e$ 
4,4 veces superior a los controles,. incrementandose hacid 
el final de lo fase estacionario; el resto de los Aroclores 
utilizodos dan lugar a unos niveles de escualeno mucho mds 
reducidos, tal es as{ en el coso de los Aroclores 1254 y 
1260 que practicamente coinciden con los valores obtenidos 
en los controle s. Lo expuesto permi te deduc ir fln pr.imera -
ins tone ia dos consideraciones: 1~) Los PCBs ensayados es-
timulon lo bios!ntesis del escuoleno, 22) los PCBs alta-
ron uno o mas etapas de la s!ntesis del ergosterol, posteri£ 
res a la bios!ntesis del escualeno, de fonmo que este quedo 
acumulodo. La validez de estes olternativas, ambos teorico-
mente v6lidas, ser6n discutidas con posterioridad en este 
mismo cap!tulo. 
En lo que hace referencia a las cantidades de ergos-
terol hallodas en los mismos cultivos y a los mismos tiempos 
de incuboci6n, se observan dos comportamiento totalmente di-
179. 
ferentes en dependencio del Aroclor adicionodo ol cultivo; 
as1 en el coso del A-1232 los niveles de ergosterol des-
cienden de forma paulatina con el tiempo,de forma analoga a 
como lo hacen los de los cultivo control; estos son siempre 
superiores a oquellos, si bien la diferencia se aminora con 
la edod del cultivo (1,5 veces a las 23 horas y practicame~ 
te coincidentes o los 47 horas). Sin embargo, los culti-
vos dosificados con los Aroclores 1242, 1254 y 1260, que a 
las 23 horas exhiben contidades inferiores a las de los con 
troles, aumentan de manera progresivo sus niveles de forma 
que a las 31, 34 y 40 horos, respectivamente, dichos Aroclo-
res igualan los de los controles, superandolos ompliamente 
o partir de este momenta. De estos resultados se deducen -
dos considerociones: 1) La cdici6n al ~ultivo del A1oclor 
1232 inhibe la bios1ntesis de ergosterol; 2) La dosifico-
ci6n de cultivos con los Aroclores 1242, 1254 y 1260 se 
traduce en uno formaci6n de ergosterol superior a lo de los 
controles. En lo figuro 42 se represento -en funci6n de 
lo edad del cultivo- el cociente entre lo contidad de er-
gosterol y la de escuoleno, hollada en coda momenta en di-
ferentes cultivos glucosados tratodos con los xenobi6ticos 
y en controles "ad hoc". De lo observoci6n de la misma sur-
ge uno primera consideroci6n, consistente en constatar la 
> .·~ • • 
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E~oluci6n de lo reloci6n entre los niveles de 
ergosterol y escualeno, en funci6n del tiempo, 
en cultivos glucosados odicionados con 50 ppm 
de diferentes Aroclores • K • ~g ergosterol / 
p.g escuoleno. 
existencio de din6micas semejantes tanto al considerar lo 
evoluci6n de la biomaso como la de la relaci6n ergosterol/ 
escualeno en cultivos control. Sin embargo, los cultivos 
dosificados con los PCBs, oun continuon incrementando sus 
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niveles de ergosterol cuando los del control yo est6n en 
descenso. {Ver asimismo figura 41). 
De ello, se colige que oun cuando los cultivos dosi-
ficodos con los Aroclores mas clorados olconzon niveles de 
ergosterol superiores a los controles, lo hocen con un cier-
to retordo, lo que presupone la necesidod de un periodo de 
adoptaci6n ol xenobiotico porparte de la levaduro. 
Del escrutinio de la gr6fico merece destacorse el 
hecho de que o los 23 horos todos los cultivos presentan un 
minima en la relaci6n Ergosterol/Escuoleno. Ello es debido 
no ol descenso de los cantidodes de ergosterol, si no ol in-
cremento hobido en los de escualeno; el valor de la relo-: 
ci6n en el coso del control es funci6n de los menores vola-
res de escualeno detectodos. 
El estudio de los resultados obtenidos en los culti-
vosetonolodos, recogidos en lo figuro 43, revelo lo 
existencio de ciertas anolog{os y diferencios con respecto 
o las observodos en los cultivos glucosados. As{, en lo 
que hoce referencia a lo bioslntesis de escuoleno, el exo-
men de dicha figuro permits comprobar que lo adici6n del 
Aroclor 1232 se traduce en un gran oumento en lo produccion 
de dicho hidrocorburo -con respecto a lo de los controles-
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90 horas 
~ig. 43. Evoluci6n de los niveles de escualeno (izquierdo) 
y ergosterol (derecha), en funci6n del tiempo, en 
cultivos etonolados adicionados con 50 ppm de di-
ferentes Aroclores. 
en una toma efectuada cuondo el cultivo se encuentra en la 
fase exponenciol del crecimiento. Sin embargo, el resto de 
los Aroclores no ocasionan diferencios sustanciales en los 
niveles de escualeno, si bien es cierto que todos los culti 
vos dosificodos con los xenobi6ticos presenton volores su-
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periores al control tanto mas elevados cuanto menor es el 
porcentaje de cloraci6n del PCB. Las concentraciones de 
escualeno determinadas al final de la fase estacia1aria, son 
enteromente anologas entre si, sin que la incidencia del 
grado de cloraci6n -aun existente- sea en exceso signifi-
cative. 
En lo que concierne a las cantidades detectadas de -
ergosterol efectuadas a las mismas edades de cultivo que en 
el coso anterior, cabe decir que tonto a las 70 como a las 
90 horos, sus niveles exceden a los de los controles en to-
dos aquellos cultivos dosif1cados con los Aroclores 1242, 
1254 y 1260, ordenandose precisomente segun el porcentaje 
de cloraci6n de estos. 
Sin embargo, -y al igual que sucedia en los glucos~ 
dos- los cultivos a los cua1es se ha adicionado 50 ppm de 
Aroclor 1232 presentan unos nive1es de ergosterol ligera-
mente deprimidos respecto a los de los controles. 
A lo luz de los expuesto hosta el momento pueden de-
ducirse uno serie de considerociones acerco de los implica-
ciones de los diferentes PCBs ensayodos sobre la formoci6n 
de ergosterol por porte de la levaduro, considerociones es-
tas que para su mejor entendimiento conviene dividir en dos 
partes: 
~ 
-·· 
1S4. 
1) Incidencio del Aroclor 1232.- Este PCB, tonto 
en los cultivos adicionodos con glucose como a los que se 
ha onadido etanol, do lugar o una elevoci6n de los niveles 
de escualeno y a una depresi6n de los de ergosterol, en cua1 
quier momenta de la vida de los eultivos y siempre en com-
paroci6n con lade los controles,. Asumiendo la secuencia 
biosintetica propuesta por Koto (1976) recogida en lo 
figure 44, parece 16gico afirmar que lo ocumulaci6n del -
escuoleno y lo disminuci6n del ergosterol solo puede ser 
debida a lo inhibici6n de alguna de ias etapas en la cadena 
biosintetica esquematizada en la ruta metabolica. 
En lo figura 45 se comparon, en forma de histogramas, 
los niveles de todos los esteroles (y de sus precursores) -
cuantificados cromatograficamente y procedentes de cultivos 
controles y de cultivos dosificados con Aroclor 1232, en -
ambos casos glucosados; en la figure 46 se efectua la 
misma comporaci6n con lo ctnica diferencia de que el media de 
oultivo utilizodo no es el fermentable. Como se puede obser-
var, en ambos cosos, tan solo los niveles de escualeno son 
superiores en los cultivos trotados con el xenobi6tico, mien 
tras que los de lanosterol, zimosterol, episterol y ergoste-
rol son mayores en los controles. De ellos se deduce que, 
-siguiendo la ruta metob6lico propuesta- la alteroci6n 
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(I) (l) (l) l 
______ !!__» ______ ---------- (S} ( 4) 
Fig. 44. Secuencio biosintetico del ergosterol, Koto 
(1976}. (1) escuoleno, (2) oxido de escuoleno, 
(3) lanosterol, (4} zimosterol, (5) episterol, 
( 6) ergostero 1. 
debe estor locolizado bien en la transformaci6n del escua-
leno en 2-3 oxido escuoleno o bien en la de este compuesto 
en lanosterol. La primero reacci6n esto cotolizada por uno 
hipotetico escuoleno-epoxidaso, mientras que lo segundo lo 
est6 por una ciclasa (White, 1969). Asumiendo la idea 
; . 
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Zimcsterol Episterol Ergosterol 
Fig. 45. Comparacion de los niveles de ergosterol y precurso-
res procedentes de cultivos control y odicionodos 
100 
so 
con 50 ppm de Aroclor 1232. en ambos cosos en medio 
glucosado. 
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0 Control 
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Escualeno Lanosterol Zimost~rol Epister~l Ergosteroi 
Fig. 46. Comparaci6n de los niveles de ergosterol y precurso-
res procedentes de cultivos control y adicionados 
con 50 ppm de Aroclor 1232, en ambos cosos en medio 
etanolado. 
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apuntoda por Tejedor (1977) acerca de que los efectos de -
los PCBs podrian traducirse en un bloqueo parcial de la co-
dena de transporte electr6nico a nivel de los citocromos, -
puede pensarse en principia que la enzima que resuLta par-
cialmente inhibida es lo epoxidasa, con lo cual podr{a expli 
carse la acumulaci6n de escualeno. Este razonamiento se ve 
opoyado por los experimentos de Hunter (1971) acerca de que 
la transformaci6n especificada requiere la presencia de oxf 
gena molecular, NAOP H2 y hierro. 
2) Inidencia de los Aroclores 1242, 1254 y 1260. 
LQ odici6n de estos compuestos xenobioticos a cultivos de 
Saccharomyces cerevisiae llevodos a cabo en medias fermenta-
ble y no fermentable proporciono unos niv~les de escualeno 
que se estiman superiores a los de los cultivos control. 
Este aumento de los cantidades de escualeno detectodas -que 
es tanto mas intenso cuanto menor clorado es el Aroclor uti 
lizado- podr{a.explicorse admitiendo la existencia, bien 
de una inhibici6n similar a la expuesta antermrmente bien 
de una estimulacion de la biosintesis de escualeno. Del he 
cho de que la secuencia A-1242, A-1254 y A-1260, estable-
cida ordenando los niveles de escuoleno de mayor a menor, se 
invierta ol consideror las cantidades de ergosterol detec-
todas, se deduce la concurrencia de ambos mecanismos: 
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una inhibici6n enzimatica en la transformaci6n escualeno 
~2,3 oxido escuoleno, que es tanto mas intense cuanto me-
nor es el grado de cloroci6n, y uno estimulaci6n generali-
zada a todo el proceso que se correlaciono directamente con 
el porcentaje de cloraci6~. As{, se explico que el Aroclor 
1242 que proporciono niveles superiores de escuoleno a los 
de los Aroclores 1254 y 1260, do lugar a contidades menores 
de ergosterol que los dos ultimos Aroclores mencionados. 
Fen6meno que se repite al considerar ton solo niveles de om 
bos compuestos obtenidos en los cultivos tratados con los -
Aroclores 1254 y 1260. 
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8. INCIDENCIA DE LOS PCBs SOBRE LA ACTIVIDAD CATALASICA 
DE Saccharomyces cerevisioe. 
Los resultados obtenidos en lo determinacion de la 
actividad de la catalasa en celulas de Saccharomyces cere-
visiae cultivadas en condiciones aerobics en un media glu-
cosado al 1%, muestran que el valor m!nimo de dicha activi-
dad se obtiene al comienzo de la fase exponencial, olcanza~ 
do el maximo entre los 40-50 horas de cultivo, lo que coi~ 
cide con la fase estocionario del mismo. Durante la fase -
de muerte (Rose, 1969) los niveles cotalasicos decrecen -
paulatinamente haste estebilizerse en unos valores relative-
mente pr6ximos a los habidos durante lo fase de latencio. 
Estos resultados son enteramente analogos a los obtenidos 
por Pacheka et al (1971), en cultivos semejantes del mis-
mo microorgonismo. 
En las figures 47 y 48 se muestren los volores de 
le ectividad cotalasica en presencia de los Aroclores 1232 
y 1254. 
En ambos casas la actividad enzimatica en las celulas 
de los cultivos control es superior a las de los cultivos -
suplementandos con diferentes concentraciones de xenobi6ti-
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Ko 
tS 
10 
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10 ppm 
50 " 25 .. 
5 
tO 30 50 horas 
Fig. 47. Incidencia, en funci6n del tiempo, de diferentes 
concentraciones de Aroclor 1232 sobre Ia activi-
dad catalasica de S. cerevisiae en cultivos glu-
cosados al 1%. 
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Fig. 48. Incidencia, en funcion del tiempo, de diferentes 
concentraciones, de Aroclor 1254, sobre la acti-
vidad catalasica de S. cerevisiae en cultivos 
glucosados al 1%. 
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co, acentuandose lo diferencio en el coso del A-1232, cuan 
do los cultivos se encuentron en la fase estacionorio. 
Los efectos de los PCBs sobre la octividad cotol6s! 
co oumentan con lo cantidad del xenobi6tico odicionado, in-
crementandose progresivamente desde 10 a 50 ppm, aunque no 
de forma proporcional, yo que, con 25 ppm el grodo de depre-
si6n tiende a estabilizarse, siendo escasomente significa-
tive la disminuci6n ocasionadd en dicho inhibici6n cuando 
se anaden 50 ppm. 
Dado que solo fueron investigados los dos Aroclores 
antes mencionodos no es posible establecer una correloci6n 
entre la inhibici6n constotoda y el porcentoje de cloraci6n, 
solo puede ofirmorse que el Aroclor 1232, de grodo de elora-
cion inferior al Aroclor 1254, ocasiona mayores efectos de-
presores que este. 
Es interesonte mencionor aqu{, que por los trobojos 
realizados por Tejedor (1977) se demos~r6 -en lo que se 
refiere al consumo de ox!geno- que la mognitud de los efec-
tos de los PCBs es maximo en el Aroclor 1232 y decrece a 
medido que oumenta el porcentaje medio de cloraci6n, por lo 
que se osume que los PCBs deben alteror de olgun modo la -
mec6nico del metobolismo oxidotivo. 
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Pudiera pensarse que lo inhibici6n de lo cotolasa, 
as{ como la reduccion del consumo de oxigeno fuese debido 
a la extinci6n de las celulas durante el periodo de incuba 
cion con los xenobi6ticos, pero esta posibilidad yo quedo 
descortada ol incubor los celulas en medics dosificados con 
PCBs, obteniendose cultivos cuyo peso seco es igual a los 
cultivos no contominodos. 
De lo expuesto cobe deducir que lo disminucion de la 
actividod catalasico puede ser debido a una inhibici6n de la 
bios1ntesis de la enzima, o de las enzimas respirotorias. En 
la bibliograf{o al respecto no se ho encontrodo ninguna re-
ferencia acerca de la incidencia directo de los PCBs sobre 
la s£ntesis de la protefna citoplasmotica en levaduros y si 
existen numerosos antecedentes en torno a que la inhibici6n 
catalasica sea consecuencio de los enzimos respirotorias. 
Joyoroman (1966) asume que en una codeno respiratoria inac-
tive, lo acumulaci6n de catobolitos de la glucoso puede ori-
ginar una inhibici6n en la s1ntesis de catalasa por repre-
si6n catab6lica; Schatz (1969), en experiencias llevodas a 
cabo con cloranfenicol, indica la posibilidod de la s!ntesis 
de un foetor mitocondrial que en combinoci6n con el oxfgeno 
constituye un complejo inductor activo de lo biosintesis de 
cotolasa por lo levoduro. La inhibici6n de la sfntesis de 
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este foetor por el cloranfenicol podr£a traducirse en ton 
solo una inducci6n parcial de la biosintesis de catalasa. 
Por ultimo, Pacheka (1970) sugiere una interdependencia en-
tre la biosintesis de catalosa y la de los enzimos de code-
no respirotoria, de forma que el decoimiento de los niveles 
catalasicos sea debido a la inhibici6n de las enzimas respi-
ratorias. Por otra parte, existen pruebas acerca de lo ac-
ci6n de insecticidasorgano-fosforados (Sitkiewic, 1975) y 
orgonoclorodos (Pardini, 1970, 1971 : Sivolingon, 1973: 
Nelson, 1971) e incluso PCBs (Tejedor, 1977) como desoco-
plodores del tronsporte electronico. Todo ello nos conduce 
a pensor que lo incidencio de los PCBs sobre 1a actividad 
catalasica tiene lugar, probablemente, a nivel de su inter-
relaci6n con las enzimas respirotorias. y no a consecuencia 
de una inhibici6n directo de lo s!ntesis de lo cataloso. 
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9. INDICENCIA 0£ LOS PCBs SOBRE LA CAPACIDAD FERMENTA-
TIVA DE Saccharomyces r.erevisiae 
Con el objeto de cuantificar la incidencia de los PCBs 
sobre el proceso de fermentaci6n alcoholica se adicionoron -
los cultivos, cuya fuente carbonado consiste en 1% de glu-
cosa en unos casos yen 3% en otros, con 25 y 50 ppm de los 
Aroclores 1242, 1248, 1254 y 1260. 
Como se ha indicado en lo parte experimental de esta 
Memoria, para lo determinacion del etanol presente en los -
cultivos se siguieron dos procedimientos distintos, uno en-
zim6tico y otro refractometrico, proporcionando ambos, valores 
sensiblemente equivalentes. De los resultados, recogidos en 
la labia XII, se deduce en primer lugor que la dosificaci6n 
de los cultivos con los diferentes Aroclores origina una 
disminuci6n en la contidod de etanol producida, respecto a 
lade los cultivos control, tanto si la cantidad de glucose 
presente es de 1% 6 del 3%. Esta depresi6n se correlaci~ 
no directomente con la concentroci6n de xenobi6tico aunque 
no de forma lineal; asimismo, se pone de manifiesto que los 
Aroclores menos clorados son los que producen el mayor efec-
to depresor, es decir, se establece uno reloci6n inversa res 
pecto ol grodo de cloraci6n. En lo figuro 49 se comporan 
.......... 
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T A B L A XII 
Porcentajes de etanol determinados en los medias de .cultivo 
de S. cerevisiae adicionodas con 25 y 50 ppm de diferentes 
Aroclores, en medias glucosodos al 1% y 3%. 
Aroclor Concentraci6n Glucose Etanol 
(ppm) 
" " 
Control 0 1 100 
1242 25 " 43,94 
1248 25 ., 60,01 
1254 25 " 67,59 
1260 25 " 74,26 
1242 50 " 32,54 
1248 50 " 55,63 
1254 50 
" 
53,35 
1260 50 " 61,75 
Control 0 3 100 
1242 25 " 56,82 
1248 25 " 72,29 
1254 25 .. 77,35 
1260 25 " 84,38 
1242 50 .. 50,07 
1248 50 59,77 
1254 50 " 75,55 
1260 50 " 80,02 
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Fig. 49. Incidencio a distintos concentrociones de dife-
rentes Aroclores sobre la fermentoci6n olcoh6li 
co de S. cerevisioe. En la porte superior, en 
cultivos glucosodos ol 31o; en lo inferior. en 
cultivos glucosados ol 1%. 
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los porcentajes de etanol producidos por los cultivos dosi-
ficodos con los diferentes Aroclores con los de los cultivos 
control, despues de adjudicor a estos el valor 100. 
En lo Tabla XIII se comporan los resultados encontra-
dos por nosotros con los hollodos por Singh et ol (1977), 
en un estudio de objetivos analogos llevado a cabo con dife-
rentes insecticides organoclorados. 
T A B L A XIII 
Influencia de diferentes compuestos organoclorados en la 
produccion de etanol por cEHulas de s. cerevisiae. 
Etanol % Etanol ppm % ppm Glucosado 
Control 100 100 
Heptacloro 15 45 Aroclor 42 55 50,38 30 28 50 41,30 
D D T 15 72 Aroclor 48 25 66,60 30 57 50 57,70 
Endrin 15 57 Aroclor 54 25 72,47 30 38 50 64,45 
Lindano 15 68 Aroclor 60 25 79,32 30 45 50 70,88 
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De su observaci6n se pueden deducir ciertas conclu-
siones acerca del grado de toxicidad que los diferentes con 
taminantes clorocarbonados ejercen sobre el Saccharomyces 
cerevisiae, cuantificado mediante lo disminuci6n del etanol 
producido. 
Los cultivos a los que se adiciona 25 ppm de Aroclor 
1242, 30 ppm de lindano o 15 ppm de heptacloro, dan lugar 
a un 45-5~/o del etonol formado por los cuntroles; 30 ppm de 
DDT, 15 ppn de endr in 6 50 ppn de Aroc lor 1248 don porcentajes -
del orden del 57%, mientros que lo adici6n de 15 ppm de DDT. 
15 ppm de lindano, 50 ppm de Aroclor 1260 o' 25 ppm de Aro-
clor 1254 originon reducciones del 28-32% respecto al pr£ 
ducido por los controles. 
Teniendo en cuenta las diferentes c~ncentrociones de 
los distintos xenobi6ticos anadidos a los cultivos, cabe in-
ferir que el efecto t6xico de los Aroclores mas clorados 
(1254 y 1260) es menor que la de algunos insecticides orga-
no clorados, de toxicidad intermedia comoson el DDT y el li~ 
dono. Asimismo, los riesgos t6xicos de los Aroclores menos 
clorados (1248 y 1242) son inferiores a los implicados por 
los insecticides ciclodienicos, comunmente considerodos como 
mas t6xicos, como el endrin y heptacloro. 
En Ia figure 50 se recoge, bajo la forma de histogr~ 
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Fig. 50. Relaci6n entre etanol formado en cultivos glueosados al 3% y cultivos 
glueosados al 1% en presencia de diferentes Aroclores. Al la izquierda, 
eultivos adicionados con 25 ppm, y a la derecha, cultivos adicionados con 
50 ppm. 
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mas, lo relacion existente entre el alcohol producido por 
cultivos cuya fuente de carbona es 3% de glucosa y aque-
llos en que la proporci6n de azucar queda reducida a I%, 
siendo el resto de las condiciones exactamente iguales pa-
ra ambos tipos de cultivo. De las relaciones cuontitativas 
resalta el hecho de que el cociente entre el etanol produ-
cido por los cultivos con 3% de glucose y el obtenido de los 
que tienen el 1% del mismo azucor, no se oproxima ol valor 
te6rico 3 como era de esperar, si no que se situo o un -
nivel de 1,98. En el coso de los cultivos control, la ex-
plicoci6n de esto supuesto onomolfo vendrfa dodo por el he-
cho de que, a lo largo de toda la experimentaci6n llevodo a 
cabo, se ha comprobodo que los cultivos con lYo de glucose 
se encuentron a los 45 horos -tiempo en el que se detiene 
lo incuboci6n- en la fose estacionaria, debido ol ogota-
miento de un nutriente esencial como es la fuente carbonado, 
que, en este coso, actua como factor limitante (Brock, 1978). 
Sin embargo, en los cultivos con 3% de glucoso, no todo el 
azucor ho sido consumido y no se ho alconzado todov{a la fo-
se estacionaria y por tonto la tronsformaci6n glucose ~ 
etanol no ha sido llevoda a cabo en su totolidod. 
Accediendo a los cultivos glucosados con un 1% y do-
sificodos con 25 ppm de los diferentes Aroclores, cobe con 
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sideror que se encuentran sometidos a dos factores limiton-
tes: concentraci6n de glucose y presencia del xenobi6tico, 
mientras que los que han sido tratados con 50 ppm, aun se 
encuentran limitados por un tercer factor como es la su~erior 
concentraci6n del componente t6xico. En el coso de estos 
mismoscultivos con un 3% de glucoso, los microorganismos -
se encuentran sometidos a uno o dos foctores limitantes 
-segun consideremos cultivos con 25 6 50 ppm de PCBs-, ya 
que ha desaporecido el tercer factor -la concentroci6n de 
glucoso- como yo se ha comentado. 
La liberaci6n de esto dependencio respecto a uno de 
los factores podr{a explicar que, en el coso de 25 ppm, el 
incremento en lo cantidad de etanol producido no sea el te~ 
rico de 3, ni el de 1,98 de los controles, sino 2,3 veces; 
rozonomiento iguolmente v6lido para los cultivos con 50 ppm, 
que producen 2,6 veces mas etonol que los mismos con 1% de 
glucosa. 
Los cultivos que experimentan uno mayor oproximaci6n 
al valor te6rico de 3 son los que se encuentran en condicio-
nes mas drosticas, es decir, con 50 ppm del Aroclor 1242. 
Agrupodos los cultivos en funci6n de las contidodes de Aro-
clores anadidos, se constota una tendencia a oproximarse al 
valor del control, segun aumenta el grado de cloraci6n del 
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Aroclor empleado, o lo que es lo mismo segun disminuye su 
toxicidad. Asimismo, esta tendencia es mas acusada en los 
cultivos con 25 ppm que en los dosificodos con 50 ppm. 
Asf pues y resumiendo, los cultivos que tienen concentra-
ciones bajas de Aroclores menos t6xicos, tienden a aproxi-
marse al nivel del control, mientras que los cultivos con 
concentraciones altos de los Aroclores mas toxicos, tienden 
hocia el valor te6rico. 
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10. INCIDENCIA DE LOS PCBs SOBRE LA ACTIVIOAD -
ALCOHOL DESHIDROGENASICA DE Saccharomyces cerevisiae 
En el capitulo anterior se lleg6 a la conclusi6n de 
que la concentracion y el tipo de Aroclor condicionan nota-
blemente la cantidad de alcohol producida. Con el objeto de 
profundizar en el conocimiento de la occion t6xico de los -
PCBs, se llevo a cabo el estudio de las implicaciones de 
dichos componentes xenobi6ticos sobre la actividod de lo 
alcohol deshidrogenasa, como se describe en la parte expe-
rimental. 
Los resultados obtenidos, resumidos en los figures 51 
y 52, ponen de manifiesto que lo adicion de los Aroclores 
1242, 1248, 1254 y 1260 ori~inan una depresion de la acti-
vidad de la alcohol deshidrogenasa respecto a lo que presen-
ton los cultivos control. Esto disminuci6n es tonto mas in-
tense cuanto mayor es la concentracion del xenobi6tico ana-
dido, yo que con 25 ppm la inhibicion es del orden del 37%, 
mientras que 50 ppm producen unos niveles de inhibici6n 
pr6ximos al sa~. Sin embargo, no se ha podido constatar -
ninguna correlaci6n entre grodo de cloraci6n y disminuci6n 
de la actividad enzimotica, yo que, edemas de no observorse 
ninguna tendencio que permita afirmor lo preponderancia t6-
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__ control Y='•.Q5x 
-·-· A-1242 y::2,5011 
A -l2L.S Y= 2,H)x 
A .1254 Y:: 2,35x 
A-1260 y =2.66x 
Incidencia de 25 ppm de diferentes Aroclores 
sobre la actividad alcohol deshidrogendsica de 
S. cerevisioe en medio glucosado al 1%. 
xico de un Aroclor sobre otro entre los ensoyados, como las 
diferencias existentes entre los moximos y los mfnimos de 
inhibici6n son muy pequenos, resulto problematico lo osign£ 
cion de efectos debidos a esto causa. 
De estos resultados cabe deducir ciertos analogies en 
lo que se refiere a la occi6n de los PCBs sobre la octivi-
dod de la alcohol deshidrogenaso del Saccharomyces cerevisiae. 
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___ A-121.2 y::-:303 X 
----- A-1248 y =3JJ X 
_____ A-1254 y:::286x 
__ A-1260 y::-:l27x 
50 100 s~gundos 
Incidencia de 50 ppm de diferentes Aroclores sa-
bre la actividad alcohol deshidrogen6sica d9 S. 
cerevisiae en medio glucosado ol 1%. 
As£, en ambos casos, la adici6n de PCBs ocasiono inhi)icio-
nes que son tanto m6s intensas cuanto mayor es la cantidod 
de xenobi6tico onadido, no constotdndose, sin embargo, en 
el coso de la actividad enzim6tica, influencia signifi=oti-
va del grodo de cloraci6n sobre la misma. 
De lo anteriormente expuesto, se infiere que la dismi 
nuci6n de lo octividod alcohol deshidrogenasico detect~do en 
los cultivos con Aroclor debe repercutir, favoreciendolo, en 
la depresi6n de etanol. Ahora bien, es muy probable QJe lo 
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de la alcohol deshidrogenasa no sea lo unica actividad en-
zimatica susceptible a la acci6n de los PCBs, yo que estos 
ocosionon sustanciales diferencias en la cantidod de alco-
hol formado en dependencia del grado de cloracion, mientras 
que la actividad alcohol deshidrogenasica no se ve afectada 
por esta causa. Es pues pausible suponer que otros etapos 
del proceso fermentativo, anteriores a la considerada, se 
vean asimismo afectados por la presencia de los PCBs. 
Ambos enzimas-cotalasa y alcohol deshidrogenasa-, 
que estan en Intima conexi6n con los procesos respiratorios 
de S. cerevisiae, ven afectada su actividad por la presen-
cia de los productos xenobi6ticos considerados, de forma que 
la adici6n de 25 ppm ocosiononuna depresion media de 37% 
tanto en el coso de la alcohol deshidrogenoso, co~o en el de 
la catalase. No aparecen mas analogies en respuesto a los -
PCBs y sf sustonciales diferencias de comportamiento, yo que 
la adici6n de 50 ppm de PCBs a los cultivos de S. cerevi-
siae aumenta el nivel de inhibici6n haste un 5Cf/o en el co-
so de la alcohol deshidrogenasa, pero no incide en el de la 
catalase que se mantiene en valores del orden del 37%; el 
incremento de la cantidod de Aroclor -~dicionado no ocasiona 
posteriores elevaciones en los niveles de inhibicion de la 
actividad catalosico. Por otro parte, la actividad alcohol 
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deshidrogenasica no se ve afectada especificamente por el 
porcentaje de cloroci6n de los Aroclores empleados. Sin -
embargo, la actividad catalasica decrece en las celulas de 
la levodura de forma inverse al grodo de cloraci6n de los -
mismos. Pese a esta, en cierto modo diferente respuesta 
frente a los PCBs, el hecho primordial que se derivo de es 
tas experiencias radica en que ambos actividades enzimati-
cas, relacionados con procesos de transporte electr6nico, se 
ven afectadas desfovorablemente por la presencia de los com-
puestos xenobi6ticos ensayados. 
Lo expuesto corrobora los antecedentes existentes en 
la bibliografia {Pardini, 1970, 1971; Nelson, 1971; Siva-
lingen, 1973) ocerca de las implicaciones de diferentes ~ 
compuestos organoclorados como desacoplodores del tronspor-
te electr6nico en sistemas mitocondriales de diferentes or-
ganos de mom{feros, y asimismo opoyan la tesis de Tejedor 
(1977) de que los efectos de los PCBs consisten en el 
bloqueo parcial de la cadena de transporte electr6nico a 
nivel de los citocromos. 
IV. CONCUJSIONES 
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1) La adici6n de PCBs individuales (2,2'-dicloro-
bifenilo; 2,4'-diclorobifenilo; 2,5,2'-tric1orobifenilo: -
2,5,2',5'-tetraclorobifenilo} ode mezclas de estos A-
1232, A-1242, A-1248, A-1254 y A-1260) a cultivos de 
Saccharomyces cerevisiae, no comporta, en ningun coso, 
transformaci6n alguna del xenobi6tico por parte del micro-
organismo. 
2) La respuesta de la levadura a la presencia de 
diferentes tipos de PCBs -evaluada en terminos de varia-
ci6n de biomasa- puede esquematizarse en los siguientes -
terminos: 
a) En medio fermentable todos los Aroclores ensaya-
dos inhiben el crecimiento de la masa celular. 
b) En medio no fermentable los Aroclores menos clo-
rodos originan un decaimiento de la biomaso, 
mientros que los de mayor grado d~ cloroci6n es-
timulon ligeromente el crecimiento del microorgo-
nismo. 
c) Los efectos t6xicos constatados se revelon nos 
acusados en el coso de que las celulas de 
Saccharomyces cerevisiae crezcan en media n~ fer-
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mentable que si lo hacen en media fermentable. -
Asi, para cultivos etanolados adicionados con -
Aroclor 1232 la DI 50 se estima en 47,9 ppm, 
mientras que en el coso de cultivos glucosodos sa 
evalua en 25 ppm. 
3) Existe una correlaci6n inverse entre toxicidad y 
grado de cloraci6n, de forma que los Aroclores menos elora-
des resultan ser los mas t6xicos. 
4) Los xenobi6ticos ensayados se acumulan en las 
celulas de Saccharomyces cerevisiae, en primer termino, en 
funci6n de la edad del cultivo y en segundo en funci6n del 
porcentaje de cloraci6n del Aroclor, de tal forma, que la -
acumulaci6n es maxima en los Aroclores menos clorados y en 
los primeros heros de desarrollo de los cultivos. 
5) Los meconismos actives de transports no intervie-
nen en el proceso de acumulaci6n de los PCBs, siendo los -
mecanismos pasivos los responsables de lo bioconcentroci6n 
del xenobi6tico, cuyos contribuciones fundomentales son de-
bides o procesos de adsorci6n (cifrables en un 20% del total) 
y de reparto aguo/l{pidos celulores. 
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6) Cabe desechar la actuacion de los PCBs como po-
sibles inductores de cambios mutagenicos, yo que, adem6s de 
los antecedentes bibliograficos, en cultivos cuyo in6culo-
ha sido previamente habituado ol xenobi6tico, la dinamico de 
crecimiento de lo biomosa no sufre alteraci6n alguna si se 
la comporo con lo obtenido para cultivos no habituodos. 
7) La odici6n de los diferentes Aroclores a cultivos 
glucosados de Saccharomyces cerevisiae deprimen los niveles 
de l!pidos totoles, mientras que en medic no fermentable, -
los menos clorados originon una depresi6n, y los m6s elora-
des uno ligero estimulaci6n. 
8) La odicion de Aroclor 1254 a cultivos gluc~sados 
y etonolodos ocasionan un decaimiento de lps niveles de f6s-
foro, tanto mas elevado cuanto mayor es lo concentraci6n de 
xenobi6tico onodido. 
9) La dosificaci6n de cultivos en medic fermentable 
y no fermentable con diferentes mezclas de PCBs, comporta en 
todos los casos una disminuci6n del total de 6cidos grosos, 
excepci6n hecho de los cultivos etonolados y suplementados 
con los Aroclores de mayor !ndice de cloraci6n. 
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10) La depresi6n (o en su coso estimuloci6n) especl 
ficodo en el opartodo anterior, es minima en el coso de los 
acidos grosos saturodos, mientros que en los insaturados se 
oprecia una notable influencia del xenobi6tico, que repr~ 
senta un 56% de inhibici6n en las primeras horas de cultivo. 
Parece pues deducirse una intervencion de los PCBs en aque-
llos procesos metob6licos que requiere la intervenci6n de 
oxigeno molecular, como es el coso que nos ocupo. 
11) El proceso biosintetico de los esteroles inte-
grontes de lo subfracci6n insoponificoble de lo fracci6n li 
p{dico es ligeramente estimulado por la presencia de los di-
ferentes PCBs en relaci6n directa a su grado de c1oroci6n. 
Sin embargo, una de las reacciones de dicho proc~so, con-
cretamente lo epoxidoci6n del escuoleno, se ve afectada por 
lo presencia de los Aroclores de forma inverse ol grodo de 
cloraci6n. 
12) La octividad catal6sica de las celulas de Saccha-
romyces cerevisiae decae a consecuencia de lo presencia de 
los diferentes PCBs. Este decoimiento se correlaciona de 
forma inverse con el grodo de cloroci6n, pero no con el au-
menta de la dosis de xenobi6tico odicionodo, yo que a partir 
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de uno determinodo concentroci6n (25 ppm) no se constoton 
posteriores incrementos de la inhibici6n. 
13) La copacidod fermentative del Saccharomyces 
cerevisioe se ve afectoda negativamente por la presencia de 
los xenobi6ticos ensoyados. Esto depresi6n constotoda per-
mite comparar la toxicidad -a este respecto- de los PCBs 
con la de ciertos insecticides organoclorados, y asi los 
Aroclores mas clorados son menos t6xicos que los insectici-
des derivados del hexaclorociclohexono y del diclorodifenil-
etono, mientros que lo toxicidod de los menos clorados es me 
nor que lo de los insecticides ciclodienicos. 
14) La actividad alcohol deshidrogenosico se ve par-
cialmente inhibido por la presencia de los difere~tes PCBs, 
sin que el grodo de cloraci6n incida significativamente en -
el proceso. 
15) Dodo que la microflora edofico contribuye de for-
ma fundamental a los procesos de degradaci6n de los hidrocor-
buros presentes en la naturoleza, y pese a lo incorrecto de 
extrapolar los resultados obtenidos con uno sola especie a 
toda la microflora, del hecho de que la levodura estudiado 
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sea incapaz de degradar estructuras como las ensay~das y que, 
por el contrario, estas afecten a octividades basicos del 
microorgonismo, se deducen los riesgos que, o nivel ambien-
tol,comporta el empleo masivo de los PCBs, coincidiendo en 
ello con la idea opuntada por Gresshoff (1977) y discrepan-
do de lo expuesto por Klein (1970) en el sentido de que 
para este outor los PCBs no conllevon efecto nocivo olguno 
de tipo ambientol. 
V. BIBLIOGRAFIA 
Ahmend, M.; D.O. Focht: Bull. Envirom. Contamin. 
Toxicol. 10, 70 (1973). 
217. 
Ander, D.W.; J.J. Hickey; R.W. Risebrough; D.F. Hughes; 
R.E. Christensen.- Can. Field. Naturalist., 83, 89 (1969) 
Anderson,K.; C.A. Nilsson; A. Norstrom; C. Rape: PCB 
Conference, General Discussion, Stockholm (1972) 
Bailey, S.; P.J. Bunyan: Nature, 34, 236 (1972) 
Baluja, G. Agroquim. Tecnol. Aliment. z, 335 (1967) 
Baluja, G.; M.A. Murado; L.M. Hernandez: Bull. Envirom. 
Contamin. Toxicol. !Z· 603 (1977). 
Barlett, C.R.: J. Biol. Chem, 234, 466 (1959). 
Biezenski, J.J.: J. Lipid. Res.~. 120 (1962) 
Block, W.D.; H.H. Cornish: J. Bioi. Chern. 234,.3301 (1959) 
Bloomfield, D.K.; K. Bloch: Biochim. Biophys. Acta 30, 
220 (1958). 
Bloomfield, O.K.; K. Bloch: J. Bioi. Chern. 235, n2 2 (1960) 
Bonnichsen, R.K.: B. Chance: H. Theorell: Acta Chern. 
Scond. l• 685 (1947) 
Bonnichsen, R.K.; H. Theorell: Scond. J. clim. Lob. 
Invest.~. 58 (1951). 
218. 
Bottcher, C.F.F.: F.P. Woodford; E. Boelsma Van Houte, 
C.M. Van Gent: Rec. Trav. Chim. 78, 794 (1959). 
Breivik, O.N.; J.L. Owades; R.F. Light: J. Org. Chem., 
19, 1734 (1954}. 
Brock, T.D.: Biologio de los microorgonismos 216, Ed. 
Omega, Barcelona (1978). 
Buchenauer, H.: Pest. Biochem. y Physiology z, 309 (1977) 
Buchenouer, H.: Pest. Sci. 2• 507-512 (1978). 
Carey, A.E.; G.R. Harvey: Bull. Envirom. Contam. Toxicol. 
20, 527 (1978). 
Dahlgren, R.B.; R.L. Linder: J. Wildlife Management, 
36, (1972}. 
Dawson, H.: Biochem. S.; 75, 45 (1960} 
De Faubert, M.; H. Egan; E.W. Codly; E.W. Hammond; J. 
Roburn; J. Thompson: Analyst, 89, 168 (1964). 
Dulaney, E.L.; E.D. Stapley; K. Simpf: Appl. Micrcbiol. 
~. 371 (1954}. 
Duke, T.W.; J.I. Lowe; R.F. Reidinger: Bull. Envirom. 
Contam. Toxico1. ~. 171 (1970} 
Fiske, C.H.; Y. Subborow: J. Biol. Cham. 66, 375 (1925) 
Felch, J.; I. Ascoli; M. Lees: J.A. Meath, F.N. Lee 
Baron: J. Bioi. Chern. 2• 833 (1951). 
219. 
Felch, J.; M. Lees: G.H. Sloane Stanley: J. Biol. Chern., 
226, 497 (1957). 
Foster, J.W.: "The Oxygenases", Academic Press, 241 
New York (1962). 
Fries, G.F.: Adv. Cham. Ser. 111, 256 (1972). 
Goto, M.; K. Sugiura; M. Hattori: T. Miyagawo; M. Okamura: 
Chemosphere ~. 233 (1974) 
Goto, M.: K. Sugiuro; M. Hattori; M. Okamura: Chemos-
phere ~. 227 ( 1974 a). 
Grant, D.L.; W.E.J. Phillips; D.C. Villeneuve: Bull. 
Envirom. Contom. Toxicol. £, 102 (1971). 
Grab, W.; W. Klein; F. Coulston; L.Goldbert; F. Korte; 
Chemosphere ~. 143 (1973). 
Greb, W.; W. Klein; F. Coulston; L. Goldberg; F. Korte: 
Envirom. Quality Safety, ~. 253, Academic Press, New 
York (1976). 
Green, D.E.; D.W. Allmann: Metabolic Pathways, Vol. 2, 
37, Academic Press, New York, (1968). 
Greer, D.E.; J. Keil: Bull. Envirom. Cont. Toxicol., 
g, 3 (1974). 
220. 
Gresshoff, P.H.; H.K. Mahanty; E. Gartner: Bull. Envi-
ronment Cont. Toxicol. 17, 690 (1977). 
Hansen, D.F.; P.R. Parrish; J.I. Lowe; A. J. Wilson: 
Bull. Envirom. Cont. Toxicol. £, 113 (1971). 
Heath, R.G.; R.W. Risebrough.- XV Congress Internat. 
Ornitol., La Haya, Sept. 1970 (1972). 
Hernandez, L.M.; G. Baluja: Donana Acta Vertebrada, ~. 
157 (1976). 
Hernandez, L.M.; M.J. Gonzalez; G. Baluja: Agroquim. 
Tecnol. Aliment. 16, 279 (1976). 
Higuchi, K: Fukuoka lgasu Zasshi, 62, 1 (1971). Ref. 
en Bull. Envirom. Contam. Toxicol. !!• 213 (1974). 
Holden, A.V.; Pest. Monit. J., ~. 117 {1970) 
Holub, B.J.; J. Piekarski; K. Nilsson: Bull. Envirom. 
Contam. Toxicol. 14, 415 (1975). 
Horning, E.C.; W.J.A. VandenHeuvel; B.G. Greech: Methods 
of Biochemical Analysis, X!, Interscience, N.Y. (1963). 
Horning, E.C.; T. Luukkainen; E.D~A. Haahti; B.G. Greech; 
W.J.A. VandenHeuvel: Recent Progress in Hormone Research, 
XIX, Academic Press. N.Y. (1963 a). 
221. 
Horwitz, W.: Methods of Analysis. A.O.A.C. 109 Ed., p. 
873, A.O.A.C. Pub1., Washington (1965). 
Hunter, K.; A.H. Rose: The Yeast, II, 211., Academic 
Press., N.Y. (1971). 
Huster, K.; F. Korte: Chemosphere, ~. 153 (1974), 
Hutzinger, 0.; W.O. Jamieson; S. Safe; V. Zitko: ACS, 
164 th Notional Meeting Div. Water, Air and Waste Chemis-
try, 74 (1972) 
Hutzinger, 0.: D.M. Nash; S. Safe; A.S.W. De Freitos; 
R.J. Norstrom; D.J. Wildish; V. Zitko. Science 178, 
312 (1972 a). 
Idler, D.R.; L.H. Safe: Steoirds 12. 3, 315 {1972). 
Jayaraman, J.; C. Cotman; H.R. Mahler; C.W. Sharp: Arch. 
Biochem. Biophys. 115, 224 (1966). 
Jensen, H.L.; Acta. Agr. Scand. ~. 404 (1963) 
Jensen, J.; A.G. Johnels; S. Olsson; G. Otterlind: 
Nature, 224, 247 (1969). 
Jensen, S.; G. Sundstrom: Ambio, ~. 70 (1974). 
Kahane, E.: c. r. hebd. Scand. Acd. Sci., Paris 257, 
1966 (1969) Ref. en The Yeast, II, 214 Academic Press, 
N.Y. {1971}. 
I 
I 
i j 
1 
l 
i 
I 
! 
1 
I 
I 
I 
i 
I 
"~: ;.,._':;; ~.~ ~ 
222. 
Kahane, E.; M. Th. Regord: Ann. Natr. Aliment., 18, 1-21 
(1964). 
Kamal, M.: Envirom.Qua1ity Safety, Vol. 5, 248, Academic 
Press, 248 New York (1976). 
Kates, M.: J. Lipid. Res.~. 132 (1964). 
Kato, T.; S. Tanaka: M. Veda; Y. Kowase: Agr. Biol. Chern. 
39, 169 (i975). 
Kato, T.; Y. Kawase: Agr. Biol. Chern. 40, 2379 (1976). 
Katsuki, S.: Fukuoka Igasu Zasshi, 60, 409 (1969). Ref. 
En Bull. Envirom. Contam. Toxicol. !!• 213 (1974). 
Kearney, P.C.; R.G. Nash; A.R. Isensee: Chemical Fallout, 
54, Charles c. Thomas, Publ. Springfields,. Illinois (1969 
Keil, J.E.; L.E. Priester: S.H. Sandifer: Bull Envirom. 
Contam. Toxicol. ~. 156 (1971). 
Keil, J.E.; L.E. Priester; S.H. Sandifer: Envirom. 
Health Presp, l• 1975 (1972). 
Klein, W.; I. Weisgerber: EnviromQuality and Safety, 1· 
p. 237, Academic Press (1976) 
Letters, R.: J. Inst. Brew. 68, 318 (1962) Ref. en The 
Yeast, II, p. 214, Academic Press N.Y. (1971). 
223. 
Lichtenstein, E.P.: K.R. Schulz; T.W. Fuhremann; T.T. 
Liang: J. Econ. Entomol. 62, 761 (1969) 
Longley, R.P.; A.H. Rose; B.A. Knights: J. Biochem. 108, 
401 (1968). 
Metcalfe, L.D.; A.A. Schmitz: Anal. Chern. 38, 514 (1966) 
Moilamen , K.W.; D.G. Crosby: 165 th. Amer. Chern. Soc. 
Meeting. Dallas. Texas (1973) 
Moss, C.; M.A. Lambert; M.H. Merwin: Appl. Microbiol., 
80, 3 (1974). 
Moza, P.; I. Weisgerber; W. Klein; F. Korte: Bull. 
Envirom. Contam. Toxicol. 12, 54 (1974). 
Muller, W.P.; F. Korte: Naturwiss: 61, 326 (1974) 
Muller, W.P.; Oissertation Universit~l Bonn (1974 a) 
Ref. en Envirom. Quality and Safety, 246, Academic Press, 
N.Y. (1976). 
Muller, W.P.; H. Rohleder, W. Klein: F. Korte: Gesells-
chaft fUr Strahlen und Umwelt forschl•ng GmbH, MUnchen, 
GSF-Berich 0 104 (1974 b) . Ref. en Envirom. Quality and 
Safety, 246, Academic Press, N.Y. {1976). 
Nathan, O.K.: M~ Cioti: Methods in Enzymology. Vol. III 
Academic Press. New York. (1971). 
Nelson, B.D.; C. Williams: J. Agr. Food. Chern. 19, (2), 
339 (1971). 
224. 
Nevenze1, J.C.; R. Wa1dtraut; J.F. Mead: Biochem. ~. 
1589 (1965). 
Onley, J.H.; Mills, P.A.: J.Ass. Off. A. Chemist. 45, 
983. ( 1962) . 
Pacheko, J.; D. Sitkiewicz: Bull. Acod. Polan. Sci. 
Ser. Biol. !2• 17 (1971). 
Pacheko, J.; B. Kro1wska: Bull. Envirom. Contom. Toxicol. 
g. {3), 342 (1977). 
Pardini, R.S: Bull. Envirom. Contam. Toxicol. £, (6), 
539 (1971). 
Penningh, C.H.: Ind. Eng. Chern., 22, 1180 (1930) 
Presst, I.; N.W. Moore: Envirom. Pollution, l• 3 (1970) 
Rocker. E: Methods in Enzymology: Vol. I. Acad. Press, 
New York, SOD (1955). 
Rappe, C.: 167 th. Notional Meeting America! Chemical 
Society. Chicago, Illinois (1973). 
Reindel, F.: Justus Leibigs Annln. Chern. 544, 116 (1940) 
Renf. en "The Yeast", II, 217, Academic Press, N.Y. (1971 
Risebrough, R.W.; P. Rieche: D.B. Peakall; S.G. Henmenj 
M.N. Kirven: Nature, 220, 1098 {1968). 
Rose, A.H.: Microbiolog{a Qu[mica: 310, Ed. Alhambra, 
Madrid ( 1969). 
225. 
Rouser, G.: G. Kritcheusky; A. Yamamoto: Lipid Chro-
mato£rophic Analysis, Vol. 1, 99, Ed. G.V. Marinett, 
Edward Arnold, London. (1967). 
Ruiz-Herrera, J.; R.L. Starkey: J. Bacterial. 99, 544, 
(1969). 
Satyaswaroop., P.G.; E. L6pez de la Osa; E. Gurpide: 
Steroids, 30, 141 (1977). 
Schatz, G.; W. Rouslin: Biochem.Biophys. Res. Comm. 
lZ· 1002 ( 1969) . 
Shenk, H.: J.L. Gellerman: Anal. Chern. 32, 1412 (1960) 
Schmidt, H.; G. Schultz.: Ann. Chem. 207, 338 (1881). 
Schulte, E.; L. Acker: Noturwissenschoften, §..!_, 79 
(1974). 
Sinclair, R.G.; J. Bio1. Chem. 174, 343 (1948). 
Singh, R.: L. Iyengar; R.A.O. Prabhokara: J. Ferment. 
Technol. ~. 281 (1977). 
Sitriewicz, D.; Z. Zalewska: Neuropot. Pol. 13, 463 (1975) 
Sivalingen, P.M.; T. Yoshida; Y. Inoda: Bull. Envirom. 
Contomin. Toxicol. 10, 242 (1973). 
Smith, R.H.: Biochem. J. 57, 140 (1954) 
Sperry, W.M.: J. Lipid Research~, 221 (1963). 
Stoffel, W.; F. Chu; E.H. Ahrens: Analyt. Chern. 2!• 
307 (1959}. 
226. 
Summer, B.; A.L. Dounce: Methods in Enzymology, II, 
775, Academic Press, N.Y. (1955). 
Tanaka, K.: Fukuoka Igasu Zasshi, 63, 347 (1972). Ref. 
en: Bull. Envirom. Contom. Toxicol. !l• 213 (1974}. 
Tejedor, M.C.: Tesis Doctoral. ~niversidad Complutense 
de Madr-id {1977) 
Usden, V.R.; R.C. Burrell: Archs. Biochem. Biophys, 2£, 
172 {1952). 
Urey, J.C.; J.C. Kricher-; J.M. Boyland: Bull.Envirom. 
Contam.. Toxicol. 16, 81 {1976). 
VandenHeuvel, W.J.A.; C.~. Sweelf'y: E.C. Hornirg: 
J. Am. Chern. Soc. 82, 3481 "(1960). 
Van den Heuvel, W.J.A.; E.D.A. Hoahti; E.C. Horning: 
J. Am. Chem. Soc., 83, 1513 (1961). 
Veight, G.O.: University of Wisconsin, Madison, Wiscon-
sin (1970). Ph. D. Thesis. 
Voerman, S.; M.L. Tommes: Bull. of Envirom. Contam. 
T ox ic o 1. ~, 5 ( 196 9) 
Vorbeck, M.L.; G.V. Marnetti: J. Lip. Res.~. 3 {1965) 
227. 
Vos, J.G.: J.H. Koeman, Toxicol. Applied Pharmacal. 
17, 656 (1970) 
Vos, J.G.; H.L Vab der Moos; M.C. Ten Noewer De Brauw; 
R.H. de Vas: Food Cosmetic Toxicol., ~. 625 (1970a) 
Wieland, H.; W.H. Stanley: Justus Leibigs Annln.Chem. 489, 
31 {1931). Ref. "The Yeast II, 225 Academic Press. 
N.Y. (1971). 
Wieland, H.; W. Benend: Phys. Chern. 274, 215 (1942). 
Westley, J.; J.J. Wrem; H.K. Milchell: J. Bioi. Chem. 
229, 131 (1957). 
Wildish, D.J.; Bull. Envirom. Contam. Toxico1. 2· 202, 
{1970) 
White, A.; P. Honaler: E.L. Smith: Principios de Bio-
qu1mica, 519, Ediciones del Castillo, Madrid (1970). 
Wong, P.T.S.; K.L.E. Kaiser: Bull. Envirom. Contom. 
Toxicol. 13, 249 (1975). 
Yamaguchi, K: Spectral data of natural products, Vol. I. 
199, , Elsevier Publishing Company, N.Y. (1970) 
Yehida, M.; N. Kurihara; T. Fugita: M. Nakajima: Pest. 
Biochem. Physiol. ~. 260 {1974). 
Zitko, V.; P.M. K. Chai: Fisheries Research Boord of 
Canod~, Technical Report 272 (1971). 
